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Увод: Галектин-3 (Gal-3) има значајну улогу у бројним биолошким и 
патолошким процесима, а посебно је битан у сазревању и функционисању нервног 
система и настанку неуроинфламације. Главни циљ овог истраживања био је 
испитивање утицаја делеције гена за Gal-3 на понашање код мишева соја C57/BL6.  
Материјал и методе: Разлике у понашању су евалуиране бихевиоралним 
тестовима који су спроведени код WT (wild-type) и Gal-3-/- (енгл. кnockout, KO) 
C57BL/6 мишева, мужјака, старости 20 недеља, у базалним условима, као и 24 сата 
након интраперитонеалне апликације липополисахарида (енгл. lipopolysaccharide, LPS) 
(у једној дози, 5 mg/kg). Одмах након тога, животиње су жртвоване и одређивани су 
нивои експресије гена за мождани неуротрофни фактор (енгл. brain-derived neurotrophic 
factor, BDNF), GABA-A рецепторске субјединице и проинфламацијске цитокине, IL-6 
(енгл. interleukin-6) и TNF-α (енгл. tumor necrosis factor-α) у мозгу (хипокампусу). 
Резултати: Делеција гена за Gal-3 је у базалним условима имала изражен 
анксиогени ефекат. Овај ефекат је био удружен са смањењем експресије гена и 
садржаја IL-6 и TNF-α у хипокампусу. Дефицијенција Gal-3 је била праћена и 
смањењем генске експресије и BDNF-имунореактивности, посебно у CA1 
хипокампалном региону. Такође, делеција гена за Gal-3 је изазвала смањење експресије 
гена за субјединице 2 и 5 GABA-A рецептора у хипокампусу. Делеција гена за Gal-3 
није показала продепресантни ефекат у базалним условима. Анксиогени ефекат 
неуроинфламације индуковане LPS-ом је код WT мишева био удружен са повећаном 
експресијом гена за IL-6, TNF-α и TLR4 у хипокампусу, као и редукцијом генске и 
имунохистохемијске експресије хипокампалног BDNF-а, уз значајну редукцију GABA-
AR2S у односу на вредности које су детектоване у базалним условима. Међутим, 
дефицијенција Gal-3 је спречила повећање IL-6 и смањење генске експресије и 
имунореактивности BDNF-а, као и редукцију хипокампалних GABA-AR2S и на тај 
начин ублажила анксиогени ефекат акутне неуроинфламације.  
Закључак: Резултати овог истраживања указују на то да су наизглед супротни 
ефекти делеције гена за Gal-3 на ниво анксиозности (анксиогени ефекат у базалним 
условима и анксиолитички ефекат током акутне неуроинфламације) повезани са 
променама експресије и садржаја IL-6, TNF-а, TLR4, GABA-ARS и BDNF-а у 
хипокампусу. 
Кључне речи: галектин-3 дефицијенција, неуроинфламација, TLR4, BDNF, 





Intraduction: Galectin-3 (Gal-3) plays a significant role in various biological and 
pathological processes, and is particulary important in maturation and function of nervous 
system and in promotion of neuroinflammation. The principle aim of this study was to 
examine the effects of Gal-3 gene deletion on behavior in C57/BL6 mice strain.  
Material and Methods: Behavioral differences were evaluated by behavioral tests carried 
out on WT (wild-type) and Gal-3-/- (knockout, KO) C57BL/6 mice, males, aged 20 weeks, in 
basal conditions, and 24 hours after an intraperitoneal application of lipopolysaccharide (LPS) 
(in a single dose, 5 mg/kg). After that, animals were sacrificed and levels of gene expressions 
of brain-derived neurotrophic factor (BDNF), GABA-A receptor subunits and 
proinflammatory cytokines, IL-6 (interleukin-6) and TNF-α (tumor necrosis factor-α) in the 
brain (hippocampus) were evaluated. 
Results: Deletion of the Gal-3 gene had an anxiogenic effect in basal conditions. This 
effect was accompanied by decrease in the gene expression and content of IL-6 and TNF-α in 
hippocampus. Gal-3 deficiency was also accompanied by decreases in gene expression and 
BDNF-immunoreactivity, predominantly in the CA1 region of hippocampus. Besides, the 
deletion of the Gal-3 gene resulted in decrease of hippocampal gene expression of GABA-A 
receptor subunits 2 and 5. Deletion of the Gal-3 gene did not show a pro-depressant effect 
under basal conditions. In WT mice, the anxiogenic effect of neuroinflammation induced by 
LPS, was followed by increased hippocampal IL-6, TNF-α and TLR4 gene expression, as 
well as by decreased gene and immunohistochemical expression of BDNF in hippocampus, 
with a significant reduction in GABA-AR2S in comparison with the values obtained in basal 
condition. However, Gal-3 gene deletion prevented the increase in IL-6 and the reduction in 
BDNF gene expression and immunoreactivity, as well as the reduction of hippocampal 
GABA-AR2S, and therefore attenuated the anxiogenic effect of acute neuroinflammation.  
Conclusion: The results of this study show that the apparently opposite effects of Gal-3 
deficiency on the level of anxiety (anxiogenic effect in basal conditions and anxiolytic effect 
during acute neuroinflammation) are associated with changes in the gene expression and 
content of IL-6, TNF-a, TLR4, GABA-ARS and BDNF in hippocampus. 
Keywords: galectin-3 deficiency, neuroinflammation, TLR4, BDNF, GABA-A receptor, 
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1.1. Анксиозни поремећаји 
 
Анксиозност је емоционално стање праћено осећањем нелагоде, немира и 
напетости, антиципацијом могуће опасности, као и бројним променама физиолошких 
функција. Анксиозност се разликује од страха и представља претерану реакцију на 
ситуацију која се само субјективно сматра претећом, а често је праћена осећањем 
забринутости, мишићном напетошћу, узнемиреношћу, умором и проблемима са 
концентрацијом (1). Анксиозни поремећаји се налазе међу најчешћим здравственим 
проблемима, 4.5% популације има неки анксиозни поремећај, док се код 5-30% људи 
ови поремећаји могу јавити током животног века (2). Анксиозни поремећаји су 
учесталији код жена (5.2%) у односу на мушкарце (2.8%) и углавном се јављају пре 
двадесетпете године. Најчешће се јављају фобије и социјални анксиозни поремећаји (2-
4).  
Према Дијагностичком и статистичком приручнику за менталне поремећаје 
(енгл. Diagnostic and statistical manual of mental disorders, fifth edition, DSM-5), 
анксиозни поремећаји обухватају сепарацијску анксиозност, селективни мутизам, 
специфичну фобију, социјалне анксиозне поремећаје (социјалне фобије), панични 
поремећај, агорафобију, генерализовани анксиозни поремећај, поремећај анксиозности 
изазван супстанцама или лековима и анксиознe поремећајe који прате неко друго 
обољење (5). Анксиозне особе често избегавају ситуације које су у прошлости изазвале 
узнемиреност (6). Егзистенцијална анксиозност се може јавити када се особа суочи са 
страхом, егзистенцијалном кризом или нихилистичким осећањима. Такође се може 
јавити соматска анксиозност и страх од јавног наступа или испита. Социјална 
анксиозност се карактерише узнемиреношћу и нелагодом у ситуацијама када треба да 
се остваре контакти са другим (непознатим) људима. Хормони стреса који се 
ослобађају у анксиозном стању имају утицај на функцију дигестивног тракта, при чему 
се јављају физички симптоми који могу допринети настанку или погоршати синдром 
иритабилног колона. Анксиозност се често јавља код особа које имају опсесивно 
компулзивни и панични поремећај. Први корак у лечењу особе са симптомима 
анксиозности подразумева процену присуства могућег медицинског узрока, чије је 
препознавање неопходно да би се спровела одговарајућа терапија (7, 8). Симптоми 
анксиозности могу прикрити органску болест, или се појавити као последица соматског 
поремећаја (7-10). 
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Симптоми анксиозности манифестују се на четири главна подручја: 
емоционалном, когнитивном, бихевиоралном и соматском. Телесне промене су праћене 
кардиоваскуларним, респираторним, гастроинтестиналним и другим променама 
проузрокованим активношћу аутономног нервног система, који мобилише тело на 
суочавање са предстојећим проблемом. Од неуролошких симптома јавља се главобоља, 
парестезије и вртоглавица, док су најчешћи дигестивни симптоми бол у трбуху, 
мучнина, дијареја, поремећаји варења и сува уста. Симптоми од стране респираторног 
система се јављају у виду кратког даха, а од симптома кардиоваскуларног система 
присутне су палпитације, тахикардија или бол у грудима. Симптоми од стране 
мишићног система јављају се као умор, дрхтање или тетанија. Јавља се појачано 
знојење или свраб коже, а симтоми урогениталног тракта испољавају се у виду 
учесталог мокрења, диспареуније или импотенције (7). Телесни симптоми су 
доминантни код сепарацијске анксиозности и паничног напада. Субјективни 
доживљаји су обично праћени физиолошким променама (нпр. осећање нелагоде, 
слабости и несигурности је праћено мишићном напетошћу; страх да ће се изгубити 
контрола или свест праћено је убрзаним лупањем срца). Телесни симптоми могу бити 
праћени анксиозношћу која представља интензивни страх да ће телесни симптоми 
попут лупања срца, дрхтања или болова у трбуху имати негативне социјалне, 
психолошке или телесне поседице. Од когнитивних поремећаја јавља се интелектуална 
конфузија, антиципација несреће и забринутост. Код анксиозности се јавља когнитивна 
дезорганизацијa, што доприноси још већој узнемирености. Бихевиоралне 
манифестације праћене су: избегавањем опасности, ослабљеном координацијом и 
стереотипијама. Понашање у виду избегавања опасности је карактеристично за фобије. 
Опсесивно-компулзивни поремећаји праћени су стереотипијама. У социјалним 
анксиозним поремећајима чешће се јавља ослабљена координација у облику 
неспретности, тремора, или потпуне укочености. Анксиозни поремећаји у суштини 
представљају веома комплексни психолошки феномен који је праћени спектром 
различитих промена (11).  
 
1.1.1. Фактори одговорни за настанак анксиозних поремећаја 
 
Захваљујући студијама близанаца установљено је да су за 30-40% анксиозних 
поремећаја одговорни генетски фактори и да средина такође има велики утицај на 
појаву анксиозности, нарочито у периоду детињства. Ризик за настанак анксиозних 
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поремећаја повећавају злоставље у детињству, постојање породичне историје 
поремећаја менталног здравља и сиромаштво (12). Ови поремећаји су такође повезани 
са употребом дрога, алкохола, кофеина и бензодиазепина (који се често прописују за 
лечење анксиозности). Анксиозни поремећаји се често јављају у склопу других 
поремећаја менталног здравља, нарочито су заступљени код великог депресивног 
поремећаја, биполарног поремећаја, поремећаја у исхрани или одређених поремећаја 
личности. Ови поремећаји се такође чешће јављају код особа са одређеним цртама 
личности као што је неуротицизам (13, 14). 
У основи анксиозности налазе се неуроанатомска и неуроендокрина 
дисфункција, као и поремећаји неуротрансмитера и неуропептида. Битну улогу у 
настанку анксиозности имају поремећаји структуре и функције одређених региона 
мозга, попут лимбичког система (15). Хипокампус, као важна структура лимбичког 
система има значајну улогу у когнитивним процесима, као што је епизодично памћење 
и просторна оријентација (дорзални део хипокампуса), а такође учествује у регулацији 
емоција и патогенези поремећаја расположења и анксиозности (вентрални део 
хипокампуса) (16, 17). Утврђено је да лезије вентралног хипокампуса имају 
анксиолитички ефекат (18, 19) и да манипулације са аферентним или еферентним 
неуронским путевима вентралног хипокампуса могу утицати на настанак анксиозности 
(20-27). Хипокампус се састоји од дентатног гируса (лат. gyrus dentatus, DG) и амоновог 
рога (лат. cornu ammonis, CA), који је подељен на регионе CA1, CA2, CA3 и CA4 (28). 
Хипокампус комуницира са другим субкортикалним структурама у које спадају 
амигдале и латерални хипоталамус (29-32), који такође имају битну улогу у контроли 
понашања које је повезано са анксиозношћу (27, 33, 34). Недавна истраживања су 
потврдила да је вентрални CA1 регион хипокампуса богат  ћелијама које се активирају 
у анксиогеним ситуацијама и током понашања избегавања (27). Доказано је да стрес 
може утицати на волумен хипокампуса и неурогенезу, а да је редукција волумена 
хипокампуса повезана са поремећајима расположења и различитим анксиозним 
поремећајима  (27, 35-38).  
 Истраживања су потврдила и велики значај поремећаја одређених 
неуротрансмитера и неуропептида у настанку анксиозности. Моноаминска хипотеза 
истиче да у настанку анксиозности важну улогу има поремећај функције 
норадренергичког, серотонергичког и допаминергичког система (39). Доказано је да 
настанку анксиозности доприноси и дисфункција глутаматергичког, холинергичког и 
GABAергичког (енгл. gamma-amino butyric acid, GABA) система (40-42). У настанку 
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овог поремећаја потврђена је и улога кортикотропин-ослобађајућег фактора (енгл. 
corticotropin releasing factor, CRF), хипофизног аденилат циклаза-активирајућег 
полипептида (енгл. pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide, PACAP), 
холецистокинина, аденозина, мелатонина, супстанце P, као и можданог неуротрофног 
фактора раста (енгл. brain derived neurotrophic factor, BDNF) (43-46).   
 
1.1.1.1. Улога GABAергичког система у контроли степепена анксиозности 
 
GABA је веома важан инхибиторни неуротрансмитер, а GABAергични систем 
представља најбитнији инхибиторни механизам у мозгу сисара (47). Доказано је да чак 
и блага атенуација GABAергичног система изазива настанак немира, несанице, 
узбуђења, анксиозности и претеране реактивности. Велика заступљеност 
GABAергичних неурона је уочена у одређеним регионима мозга, као што су мождана 
кора, хипокампус, таламус, базалне ганглије, церебелум, хипоталамус и мождано 
стабло (48). Посебно је важна улога хипокампалног GABAергичког система. 
Хипокампус има две групе неурона: главне неуроне (одговорне за екстрахипокампалне 
везе) и интернеуроне (одговорне за локалне везе унутар хипокампуса-претежно 
GABAергичке) (49). GABA интернеурони имају главну улогу у модулацији локалних 
норадренергичких, допаминергичких, серотонергичких и глутаматергичких неуронских 
кола (50). Основни инхибиторни механизам у GABAергичком систему подразумева 
активацију постсинаптичких GABA-А рецептора, што узрокује настанак инхибиторних 
постсинаптичких потенцијала у хипокампусу и смањење ослобађања ексцитаторних 
трансмитера (51-53). Ову функцију GABA остварује помоћу две главне класе 
GABAергичких рецептора, брзих GABA-A и спорих GABA-B рецептора. Након 
активације GABA-A рецептора настаје брзи инхибиторни постсинаптички потенцијал. 
GABA-A рецептори су пентамери састављени од две α, две β и једне γ субјединице. Ови 
рецептори имају најмање 16 идентификованих субјединица. GABA-A рецептори се 
примарно налазе у специфичним регионима мозга, као што је хипокампус. GABA-Aα-2 
рецепторска субјединица (енгл. GABA receptor subunit alpha-2, GABRA2, GABA-AR2S) 
има анксиолитичку активност и кључну улогу у контроли емоционалних и 
бихевиоралних функција (54, 55). Истраживања су показала да су осећај страха и 
анксиозност повезани са смањеним нивоом још једне битне рецепторске субјединице, 
GABRA5 (GABA-AR5S) (56, 57).  Хипокампална GABAергична дисфункција има битну 
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улогу у патогенези различитих поремећаја расположења, а нарочито је битана у 
настанку анксиозности (58-60). 
 
1.1.1.2. Улога  BDNF-а у контроли степена анксиозности 
 
BDNF је неуротрофин који утиче на опстанак, раст и диференцијацију неуронa 
централног и периферног нервног системa и модификацију синапси (61). Посебно је 
значајна активност BDNF-а у хипокампусу, кортексу и предњем базалном делу мозга - 
областима виталним за учење, памћење и размишљање. (62). Недавна истраживања су 
открила да полиморфизам једног нуклеотида у кодирајућем региону гена за BDNF 
(Val66Met) представља фактор ризика за настанак анксиозних и посттрауматских 
стресних поремећаја (63, 64). Генетска варијација која узрокује супституцију валина 
метионином у кодону 66, ограничава интрацелуларни промет и ослобађање 
хипокампалног BDNF-а. Носиоци овог алела имају смањен волумен хипокампуса, 
дефиците у меморији зависној од хипокампуса и измењени одговор на емоционалне 
надражаје (65-72). Од посебног значаја у настанку анксиозности је постојање 
абнормалног хипокампаланог BDNF система. Редукција волумена хипокампуса и 
дисфункционални хипокампус представљају предиспонирајуће факторе за настанак 
посттрауматских стресних поремећаја  (73, 74). Истраживања су показала да су ниски 
нивои BDNF-а код људи повезани са мањим волуменом хипокампуса и поремећајима 
расположења (75, 76). Веза између ниских нивоа BDNF-а и поремећаја расположења 
(такозвана “хипотеза неуротрофина”) потврђена је повећањем BDNF-сигнализације у 
хипокампусу након примене антидепресива (77, 78). Истраживања су потврдила да 
смањење концентерације BDNF-а у посттрауматском стресном поремећају има 
анксиогени ефекат, јер узрокује редукцију активности GABA-А рецептора и броја 
хипокампалних неурона и настанак хипокампалнe атрофијe (79, 80). Доказано је да је 
BDNF важан за нормалну функцију хипокампуса и у анималним моделима. Ниски 
нивои BDNF-a или смањено ослобађање BDNF-а узроковано присуством Val66Met 
доводи до редукције волумена хипокампуса, настанка понашања повезаног са 
анксиозношћу и смањења ефикасности антидепресива (61). Епигенетске модификације 
гена за BDNF су повезане са анксиозношћу и специфичним обрасцима неуронске 
активности. У истраживању генома такође је утврђена повезаност полиморфизма гена 
за BDNF рецептор (енгл. neurotrophic receptor tyrosine kinase 2, NTRK2) и анксиозности 
(81, 82).  
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1.1.2. Бихевиорални тестови за процену степена анксиозности на 
анималним моделима 
 
1.1.2.1. Обрасци понашања у анимални експерименталним моделима 
 
Анимални модели представљају такву врсту експерименталних модела у којима 
се животиње користе у различитим научним истраживањима, са циљем бољег 
разумевања физиолошких и патолошких процеса код човека. Најчешћи анимални 
модели који се користе у психологији и социологији су анимални модели понашања, а 
основна сврха њихове употребе је разумевање механизама који контролишу нормално 
и патолошко понашање. Анимални модели су изузетно важни у анализи узрока 
одговорних за настанак симптома који су хомологни симптомима пацијената са 
одређеним обољењима. Анимални модели менталних поремећаја који се примењују у 
медицинским наукама омогућавају испитивање различитих бихевиоралних и 
физиолошких промена карактеристичних за одређено емоционално стање, проучавање 
етиологије болести и испитивање ефеката терапијских интервенција. При раду са 
анималним моделима за проучавање појединих аспеката људске психопатологије, код 
животиња се изазива настанак одређених синдрома који су слични синдромима код 
људи. Откриће бензодиазепина почетком шездесетих година двадесетог века и њихов 
значајан комерцијални успех у лечењу анксиозности подстакао је развој бројних 
анималних модела анксиозности (83).  
Анксиозност омогућава препознавање опасности, односно непознате или нејасне 
унутрашње или спољашње претње. Страх је сличан сигнал упозорења, али се разликује 
од анксиозности по томе што представља одговор на познату, дефинитивну, 
неконфликтну претњу. Овај одговор се карактерише физиолошким реакцијама, као и 
променама у понашању (престанком дотадашњег понашања, осматрањем околине, 
избегавањем извора опасности итд.). Када је овај одговор претеран или маладаптиван, 
реч је о "патолошкој" анксиозности (84). Иако анимални модели не могу савршено 
представити сложену хуману неуропсихопатологију, они имају фундаментални значај у 
проучавању неуропсихијатријских поремећаја (85, 86). Основне предности анималних 
модела су могућност лаког набављања, одржавања, руковања, економска исплативост и 
већа репродуцибилност истраживања у поређењу са клиничким студијама (87, 88). С 
обзиром на ове предности, развијени су многи анимални модели за испитивање 
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анксиозних поремећаја који се користе за проучавање промена у понашању животиња 
након излагања различитим врстама стресора. Модели у којима се користе глодари 
(пацови и мишеви) су најчешће коришћени модели у неурофизиолошким и 
психијатријским студијама (89). Истраживање механизама менталних поремећаја на 
анималним моделима често доводи у питање постојање еквивалентности са људима, 
међутим постоје многи докази сличности између глодара и човека, који се пре свега 
заснивају у организацији нервног и ендокриног система (90). Поред тога, 
еквивалентност постоји и у основним когнитивним процесима и понашању повезаним 
са анксиозношћу, као што су условно учење, антиципација опасности, избегавање, 
замрзавање (прекид кретања) и бекство, који уједно представљају и важне  механизме 
преживљавања (91, 92). 
 
 1.1.2.2. Тестови за процену степена анксиозности на анималним моделима 
 
Тестови за процену степена анксиозности спроводе се у контролисаним 
експерименталним условима и омогућавају добијање параметара на основу којих се 
прецизно може одредити степен анксиозности експерименталних животиња. Тестови се 
заснивају на изазивању одређених бихевиоралних одговора животиња које се налазе у 
анксиогеним ситуацијама. У основи одговора се налази постојање конфликта између 
потребе за испитивањем новог терена и инстинкта да се избегну светле и отворене 
површине на којима би животиње биле изложене потенцијалним предаторима.  
 
1.1.2.3. Тест отвореног поља (OП тест) 
 
Тест отвореног поља (енгл. open field test, OF) је првобитно описао Hall 1934. 
године, а тест се користио за проучавање емоционалнoг статуса код пацова. Поступак 
се састојао од постављања животиње (глодара) у непознато окружење из којег је 
немогуће бегство (93-95). Тест отвореног поља се користи за иницијалну процену 
понашања сличног анксиозности код глодара. Овај тест подразумева присилну 
конфронтацију глодара са новом безизлазном ситуацијом (арена је у виду отворене 
кутије квадратног облика). Животиња се поставља у центар или близу зидова арене и 
њено понашање се снима у периоду од 2 до 20 мин (обично 5 мин). Непосредним 
посматрањем или помоћу камере прате се одређени параметри локомоторне и 
експлоративне активности који представљају индикаторе анксиозности. Најважнији 
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директни индикатори анксиозности у овом тесту су број улазака и укупно време 
проведено у централној зони. Повећање степена анксиозности праћено је смањењем 
вредности ових параметара. У оваквим ситуацијама, глодари више времена проводе на 
периферији и крећу се близу зидова арене, а ово понашање је познато као тигмотакса. 
Узрок анксиозног понашања у отвореном пољу су индивидуално тестирање (животиња 
је одвојена од своје групе) и урођени страх глодара од отворених и светлих површина 
(арена je доста већа у односу на услове узгоја животиња или природног окружења и не 
постоји могућност заштите од потенцијалних предатора). Ова два фактора могу 
покренути анксиозно понашање код животиња које показују страх од отворених 
простора. То је управо случај са глодарима који у природном условима живе у 
друштвеним групама у малим тунелима. За процену степена анксиозности користе се и 
параметри који изворно служе за процену локомоторне активности као што су укупни 
пређени пут и укупно време кретања, као и параметри експлоративне активности (број 
усправљања). Смањење вредности ових параметара такође указује на повећање степена 
анксиозности, а главни разлог је тај што животиње заузимају природни одбрамбени 
став са сва четири екстремитета на подлози, како би биле спремне за брзи бег од могуће 
опасности (94, 96). Понашање животиње у овом тесту зависи и од одређених услова у 
којима се тест спроводи, услова осветљења, температуре итд. Анксиозни одговор који 
се примећује код животиње аналоган је оном који се запажа код људи. У тесту 
отвореног поља, посматра се понашање које се карактерише избегавањем 
угрожавајућих места. Код глодара, присилна конфронтација са новим окружењем је 
стресна (97). Стрес изазива анксиозно понашање, што може послужити за проучавање 
механизама анксиозности који се могу применити и у људској популацији. 
 
1.1.2.4. Тест уздигнутог крстастог лавиринта (УКЛ тест) 
 
Уздигнути крстасти лавиринт (енгл. elevated plus maze, EPM) је један од 
најчешће коришћених тестова за процену понашања сличног анксиозности (98, 99). 
Његова популарност се углавном заснива на  могућности брзог испитивања ефеката  
потенцијалних анксиолитика или генетски модификованих лабораторијских глодара 
без претходног тренинга и посебних припрема животиња (99). Уздигнути крстасти 
лавиринт се састоји од два отворена и два затворена крака који се налазе под правим 
углом. Када се експериментална животиња постави у овај лавиринт прати се њено 
кретање, боравак и укупан број улазака у одређене кракове лавиринта. Код животиња 
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се јавља конфликт између потребе за истраживањем новог окружења, одласка у 
отворене (небезбедне) делове лавиринта и нагона за скривањем у затвореним крацима у 
којима се животиња осећа сигурно. Овај конфликт је додатно продубљен и урођеним 
страхом глодара од висине, јер се платформа на којој се тестира животиња налази на 
висини од 100 cm. Анксиолитици омогућавају превазилажење инхибиције истраживања 
отворених кракова узроковане страхом животиња од отвореног простора, док 
анксиогени агенси смањују експлоративну активност у отвореним крацима. Обрасци 
понашања у уздигнутом крстастом лавиринту могу се разликовати код различитих 
сојева или врста животиња, или зависити од услова окружења, попут интензитета 
светлости, нивоа буке итд. (100). У тесту се такође прате параметри локомоторне 
активности (укупни пређени пут и укупно време кретања животиње). Круцијални 
индикатори стања анксиозности су укупно време проведено у отвореним крацима и 
број улазака у отворене краке. Смањење вредности ових параметара указује на 
повећање степена анксиозности.  Како би се приступило што бољој интерпретацији 
понашања животиња у овом тесту, уведени су нови параметри који указују на степен 
анксиозности, као што је тимарење, нагињање преко отворених кракова и усправљање 
на задње шапе. На повећање степена анксиозности указује и смањење експлоративне 
активности (смањење усправљаља животиње и нагињања преко ивице отворених 
кракова) (101-103).  
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1.2. Депресивни поремећаји 
 
Депресија је ментални поремећај који се карактерише постојањем 
нeрасположења, ниским самопоштовањем, осећајем кривице, губитком интересовања 
за уобичајне активности, смањењем енергије, поремећајем концентрације, сна и апетита 
и болом без јасног узрока,  у  трајању од најмање две недеље (104). Депресвни периоди 
могу бити одвојени периодима без симптома, док код одређеног броја оболелих 
депресивни симптоми могу трајати у континуитету. Депресија може негативно утицати 
на живот, рад, образовање и опште здравље оболелих (5). Истраживања су показала да 
између 2 и 8% оболелих од депресије изврши самоубиство (105, 106). Депресија траје 
дуже од туге, која представља нормалну реакцију након узнемирујућих догађаја или 
губитка блиске особе (5). Преваленца депресивних поремећаја током животног века 
износи 17% на глобалном нивоу, а у 50-60% случајева је удружена са анксиозношћу 
(107). Ови поремећаји се чешће јављају у развијенијим земљама, најучесталији су у 
двадесетим и тридесетим годинама живота, а жене имају два пута већи ризик да оболе 
од мушкараца (5, 108, 109). Депресивни људи су обично преокупирани мислима и 
осећањима безвредности, кривице или жаљења, беспомоћности, безнађа и мржње према 
себи. У тешким случајевима, оболели од депресије могу имати симптоме психозе. У 
симптоме депресије спадају и смањена концентрација и ослабљено памћење (посебно 
код особа са меланхоличним или психотичним карактеристикама), повлачење из 
социјалних ситуација и активности, смањен сексуални нагон, раздражљивост и мисли о 
смрти или самоубиству (110, 111). Несаница је уобичајени симптом код депресивних 
пацијената. Оболели од депресије се веома рано буде и имају потешкоће да опет заспе, 
а насупрот овоме, може се јавити хиперсомнија. Неки антидепресиви такође могу 
изазвати несаницу због њиховог стимулативног ефекта. Оболели од депресије може 
имати више физичких симптома као што су умор, главобоља или проблеми са 
дигестивним трактом. Ови симптоми се чешће јављају код оболелих од депресије у 
земљама у развоју (112). Смањење апетита доводи до губитка тежине код оболелих, 
мада се повремено може јавити и повећан апетит и гојазност. Оболели од депресије 
често постају узнемирени или летаргични (113). Старије особе оболеле од депресије 
могу имати когнитивне симптоме, као што су заборавност и приметно успоравање 
покрета. Депресија се у овој популацији често јавља заједно са соматским болестима 
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које су уобичајене за старије особе, као што су малигне болести, дијабетес мелитус тип 
2, мождани удар и друге кардиоваскуларне болести (114). 
Према петој ревизији DSM класификације менталних поремећаја, депресивни 
поремећаји издвојени су као посебна група у оквиру које се као најважнији истиче 
велики депресивни поремећај (појединачна и рекурентна депресивна епизода), 
дистимија или перзистентни депресивни поремећај, пременструални дисфорични 
поремећај, депресивни поремећаји узроковани употребом лекова/супстанци, 
депресивни поремећај узрокован другим медицинским стањем и други депресивни 
поремећаји (5). 
 
1.2.1. Фактори одговорни за настанак депресивних поремећаја 
 
Сматра се да је за настанак депресије  одговорна комбинација генетских, 
психолошких фактора и фактора средине. У факторе ризика спадају позитивна 
породична анамнеза, велике животне промене, одређени лекови, хронични здравствени 
проблеми и злоупотреба одређених супстанци.  Око 40% ризика за настанак депресије 
повезано је са генетиком (5). Генетски утицај је израженији код оболелеих од тежих 
облика депресије и код облика депресије са ранијим почетком (115, 116).  
Важну улогу у настанку депресије има поремећај структуре и функције 
одређених региона церебралног кортекса и лимбичког система (117). Настанку 
депресије могу допринети и стрес, проинфламацијски цитокини и ендокрини 
поремећаји. Бројне хипотезе о настанку депресије истичу значај поремећаја функције и 
концентрације неуротрансмитера или неурорегулатора у можданим центрима 
одговорним за регулацију расположења.  
Новија истраживања указала су на постојање разлике у структури и активности 
одређених региона мозга код оболелих од депресије у односу на здраве испитанике.  
(118). Поремећаји на нивоу неокортекса и хипокампуса су значајни за настанак 
когнитивних поремећаја у депресији, као што су осећај безвредности, аутоакузација и 
суицидалне мисли, док поремећаји на нивоу стриатума и амигдала узрокују губитак 
задовољства и мотивације и настанак анксиозности (119, 120).  
Изложеност стресу може бити један од веома важних узрока настанка 
депресивних поремећаја. Стрес изазива поремећај функције осовине хипоталамус-
хипофиза-надбубрежна жлезда (121). Истраживања су показала да полиморфизам гена 
за кортикотропин-ослобађајући хормонски рецептор 1 (енгл. corticotropin-releasing 
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hormone receptor 1, CRHR1) и повећана секреција кортизола могу бити одговорни за 
настанак поремећаја расположења (43, 122, 123).  
У последње време се истиче значај проинфламацијских цитокина у настанку 
депресије (124). Повишени нивои проинфламацијских цитокина утичу на рад 
ендокриног система, метаболизам неуротрансмитера и функционисање можданих 
синапси, што за последицу може имати настанак промена у понашању (125). Смањење 
функције штитасте и надбубрежне жлезде може утицати на настанак депресије (123). 
Нагло смањење нивоа хормона прогестерона и естрадиола изазива промене 
расположења и сматра се главним узроком постпорођајне депресије (126). 
 Поремећеји на нивоу одређених неуротрансмитера такође могу узроковати 
настанак депресије. Серотонин, допамин и норадреналин су моноамински 
неуротрансмитери у централном нервном систему (енгл. central nervous system, CNS)  
сисара који имају битну улогу у регулацији расположења, емоција и когнитивних 
функција. Они су такође важни у контроли анксиозности, апетита и либида (127). Код 
афективних поремећаја установљен је поремећај концентрација ових неуротрнсмитера, 
као и поремећај осетљивости њихових рецептора у мозгу. Истраживања су показала да 
у настанку депресивних поремећаја важну улогу имају норадреналин и серотонин, док 
је за настанак маничних поремећаја битан допамин (123). Према катехоламинској 
теорији, код оболелих од депресије у урину се детектују снижене вредности метаболита 
норадреналина, МHPG-а (енгл. 3-metoksi, 4-hidroksi-fenil-etilenglikol). У депресији се 
може јавити и поремећај активности ензима тирозин-хидроксилазе, који има важну 
улогу у синтези норадреналина, као и смањена активност допамина, што узрокује 
настанак анхедоније (128). У ликвору оболелих од депресије такође се налазе ниже 
концентрације метаболита серотонина, 5-хидрокси-индол-сирћетнe киселинe (енгл. 5-
hydroxy-indole-acetic acid, 5-HIАА). Код пацијената са афективним поремећајима 
редукован је ниво серотонина у мозгу или се може јавити поремећај на нивоу 
серотонинских рецептора (129). 
 
1.2.1.1. Улога GABAергичког система у настанку депресивних поремећаја 
 
Смањење концентрацаије главног инхибиторног неуротрансмитера у мозгу, 
GABA-е такође може условити настанак депресивних поремећаја (108). 
Истраживањима спроведеним код пацијената са депресијом, поред смањења 
концентрације GABA-е у мозгу, установљена је и промена у функцији и саставу 
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субјединица GABA-A рецептора. GABA има веома битну улогу у контроли одговора на 
стрес, а стрес представља битан фактор за настанак поремећаја расположења. 
GABAергичка сигнализација је веома важна у хипокампалној неурогенези и матурацији 
неурона. Недостатак GABAергичке сигнализације код мишева са дефицијенцијом 
GABA-А рецептора узрокује настанак бихевиоралних, когнитивних, неуроанатомских 
и неуроендокриних поремећаја (107). 
 
1.2.1.2. Улога BDNF-а у настанку депресивних поремећаја 
  
Неуротрофинска теорија истиче значај смањења нивоа BDNF-а у 
патофизиологији депресије, као и чињенице да се поновно успостављање физиолошких 
нивоа BDNF-а налази у основи ефикасне терапије антидепресивима. Међутим ова 
битна улога смањења BDNF-а у настанку депресије се односи углавном на регион 
хипокампуса, док су резултати истраживања мезолибичког BDNF-а били 
неконзистентни. Хронични стрес узрокује смањење нивоа неуротрофина, што доводи 
до редукције неурогенезе и значајне атрофије хипокампуса, региона мозга који има 
битну улогу у контроли емоција. За одговарајућу неурогенезу је неопходна кординација 
и одговарајућа регулација ћелијске пролиферације, миграције, диференцијације и 
ћелијске смрти, а сви ови процеси су посредовани неуротрофинима. BDNF подстиче 
преживљавање неурона у централном нервном систему, везујући се за TrkB (енгл. 
tyrosine receptor kinase B) на циљним неуронима, а остварује и неуропротективно 
дејство. Активација митогенима посредованог протеин-киназног пута повећава 
експресију антиапоптотског молекула bcl-2 (енгл. B-cell lymphoma 2) и инхибира 
настанак апоптозе неурона. Post-mortem анализама је детектовано смањење експресије 
BDNF-а и TrkB у хипокампусу депресивних и суицидалних пацијената, док су 
повишени нивои пронађени код пацијената који су пре смрти били на антидепресантној 
терапији. Истраживања код пацијената са депресијом су такође указала на то да 
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1.2.2. Бихевиорални тестови за процену степена депресивности на 
анималним моделима  
 
Анимални модели имају велики значај у испитивању механизама настанка 
депресивности и увођења одговарајућих третмана. За процену степена депресивности 
могу се користити одређена стања животиње попут анхедоније, очајања, 
беспомоћности као и поједине неуровегетативне промене (131). У анималним моделима 
за утврђивање степена депресивности квантитативно се могу проценити индукована 
стања којима је животиња доведена у очајање. У овим тестовима се за меру очајања 
користи имобилност, односно престанак са даљим покушајима за избављење из овог 
стања, када се код животиње јави резигнација са безизлазном ситуацијом, неугодним 
положајем у који је доведена. Експерименти који служе за изазивање стреса, 
истовремено могу проузроковати стање слично анксиозности које се манифестује 
смањењем експлоративне активности, хипотермијом индукованом стресом, настанком 
феномена замрзавања, па се симптоми депресије и анксизности у анималном моделу 
често прожимају. Ова два стања је веома тешко раздвојити, посебно ако се у обзир узме 
чињеница да примена антидепресива узрокују побољшање симптома у оба случаја 
(131). Један од најчешће коришћених тестова за процену степена депресивности је тест 
качења за реп. 
 
1.2.2.1. Тест качења за реп (ТКР тест) 
 
Тест качења за реп (енгл. tail suspension test, TST) се спроводи тако што се 
суспензијом репа о конструкцију апарата животиња доведе у безизлазну ситуацију. Ова 
суспензија животиња је безболна, јер је непријатно стезање животиње за реп избегнуто 
применом одговарајуће адхезивне траке. Најпре се животиња бори да се ослободи из 
неприродног положаја, а затим се јављају периоди имобилности. Анализом периода 
борбе и имобилности може се квантификовати степен депресивности (132). Параметри 
који служе за квантификацију имобилности су време до појаве прве имобилности, број 
епизода имобилности, просечно трајање епизоде имобилности и укупно трајање 
имобилности, од којих је последњи параметар најзначајнији. Предност теста качења за 
реп у односу на друге тестове за испитивање депресивности је та што нема потребе за 
предходним специфичним третманима животиња. 
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1.3. Инфаламација  
 
Инфламација представља одговор имунског система на штетне стимулусе у које 
спадају патогени организми, оштећене ћелије, токсини, или зрачење. Основни циљ 
инфламације је уклањање штетних стимулуса и иницирање процеса исцељења (133-
135). Tоком акутне инфламацијске реакције, ћелијски и молекулски процеси и њихове 
интеракције најчешће ефикасно умањују могуће оштећење ткива или инфекцију. Ови 
процеси су у већини случајева одговорни за обнову ткива, успостављање хомеостазе и 
резолуцију акутне инфламације. Међутим, неконтролисана акутна инфламација може 
постати хронични процес који узрокује развој различитих хроничних инфламацијских 
болести (136). Процес инфламације се на нивоу ткива карактерише црвенилом, отоком, 
повишеном температуром, болом и губитком функције, a ове промене настају као 
резултат локалних имунских, васкуларних и реакција инфламацијских ћелија на 
инфекцију или повреду (137). Важни догађаји који се одигравају током 
инфламацијских процеса на нивоу микроциркулације подразумевају промену 
васкуларне пермеабилности, регрутовање и акумулацију леукоцита и ослобађање 
инфламацијских медијатора (137, 138).  
Различити фактори, као што су инфекција, повреде ткива, или исхемија могу 
бити одговорни за настанак инфламације  проузроковане оштећењем ткива. Етиологија 
инфламације може бити инфективна или неинфективна. Као одговор на повреду ткива, 
организам покреће каскаду хемијских сигнала која доводи до исцељења ткива. Ови 
сигнали активирају хемотаксу леукоцита из циркулације до места оштећења. 
Активирани леукоцити производе цитокине који индукују настанак инфламацијског 
одговора (139). 
Инфламацијски одговор подразумева координисану активацију сигналних 
путева који регулишу нивое инфламацијских медијатора у резидентним ћелијама ткива 
и инфламацијским ћелијама регрутованих из крви (140). Поред тога што се 
инфламација налази у основи патогенезе многих хроничних болести различитих 
система органа, попут атеросклерозe,  Кроновe болести, улцерозног колитиса, мултипле 
склерозе, дијабетеса, артритиса итд, она може бити одговорна и за настанак рака (141). 
Иако инфламацијски одговор зависи од природе иницијалног стимулуса и 
његове локализације у организму, у основи се налази механизам који се састоји из 
следећих корака: рецептори на површини ћелије најпре препознају штетне стимулусе, 
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затим се активирају инфламацијски сигнални путеви, ослобађају се инфламацијски 
медијатори и регрутују се инфламацијске ћелије. 
 
1.3.1. Активација рецептора за препознавање образаца у инфламацији 
 
Структуре које се налазе на микроорганизмима, познате као молекулски обрасци 
патогених микроорганизама (енг. pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) могу 
покренути инфламацијску реакцију активацијом рецептора за препознавање образаца 
(енгл. pattern-recognition receptors, PRRs) (146, 147). Неки PRRs такође препознају 
различите ендогене сигнале који настају током оштећења ткива или ћелија који су 
познати као молекулски обрасци повезани са оштећењем ткива (енг. damage-associated 
molecular patterns, DAMPs). DAMPs  су биомолекули домаћина који могу иницирати и 
одржавати неинфективне инфламацијске одговоре (147, 148, 149). Једни од 
најзначајнијих PRRs су Toll-like рецептори (енгл. toll-like receptors, TLRs) (137). TLRs 
представљају породицу високо конзервираних PRRs, који учествују у активацију 
инфламацијског одговора код сисара (150, 151). Сигнализација преко TLRs активира 
интрацелуларну сигналну каскаду, која узрокује нуклеарну транслокацију 
транскрипционих фактора, активатора протеина-1 (енгл. аctivator protein-1, AP-1) и 
нуклеарног фактора κB (енгл. nuclear factor κB, NF-κB) или регулаторног фактора 
интерферона 3 (енгл. interferon regulatory factor 3, IRF3). PAMPs и DAMPs имају 
одређене заједничке рецепторе, као што је то случај са TLR4, што указује на сличности 
између инфективних и неинфективних инфламацијских одговора (152-155). 
 
1.3.2. Активација инфламацијских путева 
 
Инфламацијски путеви имају битну улогу у патогенези бројних хроничних 
болести. Инфламацијски стимулуси активирају интрацелуларне путеве сигнализације 
који затим подстичу продукцију инфламацијских медијатора. Примарни 
инфламацијски стимулус (продукти микроорганизама и бројни цитокини, од којих су 
посебно важни: IL (енгл.interleukin)-1β, IL-6 и TNF-α (енгл. tumor necrosis factor-α), 
поспешују инфламацију преко интеракције са TLR, рецептором за IL-1 (енгл. IL-1 
receptor, IL-1R), IL-6R и рецептором за TNF (енгл. TNF receptor, TNFR) (156). 
Активација рецептора покреће важне интрацелуларне сигналне путеве. У ове сигналне 
Докторска дисертација                                                                             Далибор Д. Стајић   
18 
 
путеве спадају сигнални путеви митогеном-активиране протеинске киназе (енгл. 
mitogen-activated protein kinase, MAPK), NF-κB и Janus киназа - сигналног преносиоца и 
регулатора транскрипције (енгл. Janus kinase-signal transducer and activator of 
transcription, JAK-STAT) (157-159). 
 
1.3.2.1. Сигнални пут NF-κB  
 
NF-κB транскрипциони фактор има важну улогу у инфламацијском, имунском 
одговору, преживљавању и апоптози ћелија (160, 161, 162). NF-κB сигнални пут 
активирају супстанце које потичу из патогена, интерцелуларни инфламацијски 
цитокини и многи ензими (163, 164). Након  нуклеарне транслокације NF-κB долази до 
активације транскрипције гена (165). Овај сигнални пут регулише продукцију 
проинфламацијских цитокина и регрутовање ћелија које учествују у инфламацији, што 
подстиче инфламацијски одговор. 
 
1.3.2.2. Сигнални пут MAPK 
 
MAPKs су фамилија серин/треонин киназа које учествују у ћелијским 
одговорима на различите стимулусе, осмотски стрес, митогене, топлотни шок и 
инфламацијске цитокине (IL-1, TNF-α, и IL-6). Ове киназе су одговорне за регулацију 
пролиферације и диференцијације ћелија, преживљавање ћелија и апоптозу (156, 166, 
167). MAPKs сисара обухватају киназу која је регулисана екстрацелуларним сигналом 
(енгл. extracellular-signal-regulated kinase, ERK1/2), p38 MAP киназу и c-Jun N- 
терминалну киназу (енгл. c-Jun N-terminal kinases, JNK) (168, 169).  Активација MAPKs 
(ERK1/2 и JNK) узрокује фосфорилацију и активацију p38 транскрипционог фактора 
који се налази у цитоплазми или нуклеусу, након чега долази до иницијације 
инфламацијског одговора (167, 170). 
 
1.3.2.3. Сигнални пут JAK-STAT 
 
JAK-STAT сигнални пут је високо конзервирани сигнални пут кога активирају 
различити цитокини, фактори раста, интерферони и сродни молекули (лептин и хормон 
раста). Овај пут представља механизам сигнализације помоћу којег екстрацелуларни 
фактори могу контролисати експресију гена (171-173). Везивање чланова породице IL-6 
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за рецепторе ћелијске мембране активира JAK-STAT протеине. STAT протеини се 
транслоцирају у једро и везују за циљне регионе промоторских гена и на тај начин 
регулишу транскрипцију гена укључених у инфламацију (174). Дисрегулација 
активности NF-kB, MAPK или JAK-STAT сигналних путева је повезана са 
инфламацијским, аутоимунским и метаболичким болестима и раком (175). 
  
1.3.3. Маркери инфламације 
 
Биомаркери су супстанце које се користе како би се открило присуство 
одређеног патолошког процеса у организму и проценио одговор на терапијске 
интервенције. Инфламацијски маркери могу бити предиктивни маркери за одређене 
инфламацијске болести. Они могу корелирати са узроцима и последицама инфекција и 
различитих инфламацијских и хроничних болести (176-183). Проинфламацијски 
стимулуси активирају инфламацијске ћелије, макрофаге и адипоците и индукују 
продукцију инфламацијских цитокина (IL-1β, IL-6, TNF-α), инфламацијских протеина и 
ензима. Ови молекули потенцијално могу послужити као биомаркери за дијагнозу 
болести, прогнозу и одређивање одговарајуће терапије (184-188).  
 
1.3.4. Проинфламацијски цитокини 
 
Цитокине углавном продукују имунске ћелије попут моноцита, макрофага и 
лимфоцита. Проинфламацијски цитокини поспешују, док антиинфламацијски цитокини 
спречавају или смањују инфламацију. Пронфламацијски цитокини су класификовани 
као CSF (енгл. colony stimulating factors), IFNs (енгл. interferons), TNFs, TGFs (енгл. 
transforming growth factor) и хемокини, а циљ њихове продукције је регрутација 
леукоцита на место инфекције или повреде (189). Цитокини учествују у модулацији 
имунског одговора током инфекције или инфламације и регулишу инфламацију 
појединачним дејством или преко комплексне мреже интеракција. Међутим, претерано 
стварање проинфламацијских цитокина може довести до оштећења ткива, 
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1.3.4.1. IL-6 - основне карактеристике и улоге 
 
IL-6 је интерлеукин који своје дејство остварује превасходно као 
проинфламацијски цитокин, учествује у настанку сепсе, одбрани организма од 
патогених микроорганизама, регенерацији ткива, а забележена су и битна 
антиинфламацијска својства. IL-6 стварају имунске ћелије (T и B лимфоцити, 
макрофаги и микроглија) и неимунске ћелије (миоцити, адипоцити, фибробласти, 
ендотелне ћелије и неурони) (192).  Овај цитокин је одговоран за отпочињање имунског 
одговора код трауме, опекотина и других оштећења ткива која могу изазвати 
инфламацију. Истраживања су утврдила да је IL-6 неопходан у одбрани организма од 
бактерије Streptococcus pneumoniae (193). Антиинфламацијску улогу IL-6 остварује 
преко инхибиторног ефекта на TNFα и IL-1 и активације IL-1R и IL-10. IL-6 може 
изазавати синтезу простагландина у хипоталамусу и утицати на промену телесне 
температуре. IL-6 утиче на диференцијацију моноцита и лимфоцита (192). IL-6 има 
битну улогу у патогенези одређених болести као што су дијабетес, атеросклероза, 
лупус, рак простате и реуматоидни артритис (194-198). Код пацијената са метастатским 
туморима пронађени су повишени нивои IL-6 у крви. Макрофаги продукују IL-6 као 
одговор на присуство молекула PAMPs. PAMPs молекули се везују за TLR рецепторе 
присутне на ћелијској површини и интрацелуларним компартманима и на тај начин 
покрећу интрацелуларне сигналне путеве који доводе до продукције 
проинфламацијских цитокина. IL-6 се везује за одговарајуће рецепторе на ћелијској 
површини. Рецептор за IL-6 је тип I цитокин рецепторски комплекс који се састоји од 
лиганд-везујућег IL-6Rα ланца CD (енгл. cluster of differentiation)126 и компоненте 
gp130 (CD130) која има улогу у преносу сигнала преко одређених транскрипционих 
фактора, Janus киназа (JAKs) и STAT фактора (199). Поред рецептора који је везан за 
ћелијску мембрану, IL-6R се може јавити и у виду солубилне форме (енгл. soluble IL-
6R, sIL-6R).  
 
1.3.4.2. TNF-α- основне карактесристике и улоге 
 
Фактор некрозе тумора-алфа (TNF-α, кахексин) је цитокин урођеног имунског 
одговора који има битну улогу у системској инфламацији и стимулацији реакције 
акутне фазе. Главна улога TNF-α састоји се у  регулацији имунских ћелија. TNF-α може 
да индукује апоптозу и инфламацију, да инхибира развој тумора и репликацију вируса. 
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Дисрегулација продукције TNF-а се може детектовати код великог броја болести, 
укључујући и малигне (200). Рекомбинантни TNF-α (tasonermin) се користи као 
имуностимулант (201). TNF-α се најпре налази у форми типа II трансмембранског 
протеина који формира стабилне хомотримере (202, 203). Из ове форме која је  
интегрисана у ћелијској мембрани, солубилни хомотримерни цитокин (sTNF-α) се 
ствара протеолитичким одсецањем. TNF-α своје дејство остварује преко две врсте 
рецептора, TNF-R1 који се налази у већини ткива и TNF-R2 који се могу наћи само у 
ћелијама имунског система. Након контакта са лигандом, TNF рецептори формирају 
тримере, настаје конформациона промена рецептора и дисоцијација инхибиторног 
протеина SODD (енгл. silencer of death domains) сa интрацелуларног домена. Након 
овога се адаптерски протеин TRADD (енгл. TNFR1-associated death domain protein) 
везује за домен смрти, а на овај начин могу бити иницирана три сигнална пута (204, 
205). Активацијом NF-κB сигналног пута, транскрипциони фактор NF-κB се 
транслоцира у нуклеус и посредује у транскрипцији великог броја протеина који имају 
улогу у ћелијском преживљавању и пролиферацији, инфламацијском одговору и 
спречавању апоптозе. Активација MAPK пута је битна у ћелијској диференцијацији, 
пролиферацији и има проапоптотску улогу (206).  
 
1.3.5. Проинфламацијски протеини и ензими 
 
Проинфламацијски протеини у крви, у које спадају C-реактивни протеин, 
хаптоглобин, серумски амилоид А, фибриноген и α 1-кисели гликопротеин, помажу у 
успостављању хомеостазе и смањењу раста микроорганизама, независно од присуства 
антитела, током трауме, стреса или инфекције (207, 208). Абнормална активација 
одређених ензима у које спадају протеини високе мобилности (енгл. high-mobility group 
box 1, HMGB1), супероксид дизмутаза, глутатион пероксидаза, NADPH оксидаза (енгл. 
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NAPDH) oxidase, NOX), индуцибилна азот 
оксид синтаза (енгл. inducible nitric oxide synthase, INOS) и циклооксигеназа-2 су 
кључни у развоју болести повезаних са инфламацијом и малигним болестима (209-
2012). Екстрацелуларни ефекти HMGB1, могу бити посредовани активацијом TLR4 
сигналних путева. Овај процес узрокује ослобађања проинфламацијских цитокина 
TNF-α и IL-1β (213, 214).  
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1.3.6. Типови ћелија које учествују у инфламацијским одговорима 
 
Инфламацијски одговор је посредован високо координисаном интеракцијом 
различитих типова ћелија. Активирани макрофаги, моноцити и друге ћелије посредују 
у локалним реакцијама током оштећења ткива и инфекције. Алтерације имунских 
ћелија посредоване инфламацијом су повезане са раком и хроничним инфламацијским, 
аутоимунским и дегенеративним болестима, попут астме, рака, атеросклерозе, 
дијабетеса итд. На местима оштећења ткива епителне и ендотелне ћелије ослобађају 
факторе који активирају инфламацијску каскаду заједно са хемокинима и факторима 
раста, што изазива регрутацију неутрофила и моноцита. Прве ћелије које се регрутују 
на место оштећења су неутрофили, а они су праћени моноцитима, NK ћелијама (енгл. 
natural killer), Т- и B-лимфоцитима и мастоцитима (215-217). Моноцити се могу 
диференцирати у макрофаге и дендритске ћелије и регрутовати хемотаксом у оштећена 
ткива. Неутрофили су кључни посредници инфламацијског одговора, они подстичу 
антиген-презентујуће ћелије да активирају Т-лимфоците и одговорни су за ослобађање 
локалних фактора за хемотаксу моноцита и дендритских ћелија (143). Неутрофили који 
су одговорни за елиминацију микроорганизама могу оштетити ћелије и ткива домаћина 
(218). Макрофаги су важне компоненте мононуклеарног фагоцитног система и 
одговорни су за иницирање, одржавање и повлачење инфламације (219). Током 
инфламације, макрофаги презентују антигене, обављају фагоцитозу и модулацију 
имунског одговора, продукцијом цитокина и фактора раста. Мастоцити који се налазе у 
везивном ткиву и на епителним ћелијама представљају ефекторске ћелије које 
иницирају инфламацијски одговор. Активирани мастоцити ослобађају различите 
медијаторе инфламације: цитокине, хемокине, хистамин, протеазе, простагландине, 
леукотриене и серглицин протеогликане (220). Након регрутовања инфламацијским 
стимулусима, имунске ћелије појачавају и одржавају одговоре акутне фазе, 
ослобађајући локалне инфламацијске медијаторе на месту регрутовања. 
 





Инфламацијски одговори се јављају код многих болести CNS-а у које спадају 
епилепсија, аутоимунске и неуродегенеративне болести. Неуроинфламација је 
посредована продукцијом цитокина, хемокина, реактивних врста кисеоника и 
секундарних гласника. Ове медијаторе стварају ћелије резидентне глије CNS-а 
(микроглија и астроцити), ендотелне ћелија и имунске ћелије које потичу са 
периферије. Неуроинфламацијски одговори су праћени одређеним имунским, 
физиолошким, биохемијским и бихевиоралним последицама. Степен 
неуроинфламације зависи од трајања и тока примарног стимулуса или инсулата (221). 
Неуроинфламација подстиче регрутовање имунских ћелија, едем и оштећење нервног 
ткива и смрт ћелија. Инфламацијски одговори у мозгу могу утицати на неуронску 
ексцитабилност, оштетити неуроне и повећати пропустљивост хематоенцефалне 
баријере за различите молекуле (222-224). У ове инфламацијске процесе укључени су и 
урођени и стечени имунски одговор, што је случај и код имунског одговора у току 
системске инфекције. Цитокини и TLR су инфламацијски медијатори који имају битну 
улогу у транзицији од урођеног до стеченог имунског одговора. Инфламацијски 
одговор у CNS-у могу покренути и ендогени лиганди које препознају TLRs. Молекули 
DAMPs, као што sу heat-shock протеини и екстрацелуларни молекули деградације 
матрикса, који улазе у мозак кроз оштећену хематоенцефалну баријеру такође могу 
покренути инфламацијске одговоре. Инфламацијски одговор CNS-а представља снажну 
реакцију која се јавља након продора инфективних агенаса у CNS и исхемијског, 
трауматског, или ексцитотоксичног оштећења мозга (223, 225, 226). 
Микроглија је од кључне важности у процесу неуроинфламације. Она спада у 
ћелије урођене имуности,  има улогу у имунском надзору и обавља активности сличне 
макрофагима, попут производње цитокина и хемокина. Ове ћелије су резидентне ћелије 
CNS-а које се налазе у белој и сивој  маси мозга и кичмене мождине и чине 10% 
популације ћелија CNS-а. Микроглија настаје у раној фази ембриогенезе из 
мијелоидних прекурсорских ћелија у ембрионалној жуманчаној кеси, одакле мигрира у 
подручје CNS-а (227). Микроглија има исти прогенитор као и макрофаги дугоживећих 
ткива (228). Она има битну улогу у функционисању мозга, а посебно значајну улогу 
има у синаптичком ремоделовању повезаном са учењем и памћењем. Ову функцију 
остварује ослобађањем неуротрофних фактора као што је BDNF (229). Микроглија 
такође има велики значај у пропагацији инфламацијских сигнала који потичу са 
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периферије (124). Инфламацијски стимулуси брзо мењају транскрипциони профил 
микроглије и узрокују продукцију проинфламацијских цитокина и хемокина, што за 
последицу има регрутовање леукоцита у мозак (230). Поред тога, ове измене 
омогућавају микроглији да мигрира на места повреде или инфекције и повећа своју 
фагоцитну способност (231). Активација и експресија  цитокина микроглије примарно 
имају улогу у заштити CNS-а. Међутим, претерана или хронична активација 
микроглије може довести до настанка озбиљних патолошких промена и 
неуробихевиоралних компликација као што су депресија и когнитивни дефицити (232). 
Неуроинфламацијски одговори су посредовани са неколико кључних 
проинфламацијских цитокина (IL-1β, IL-6 и TNF-α), хемокина CCL2 (енгл. chemokine 
ligand 2, CCL2) и CCL5, секундарних гласника (NO и протагландини) и реактивних 
врста кисеоника. Многи од ових медијатора се производе у активираним резидентним 
ћелијама CNS-а, микроглији и астроцитима (233). Поред тога, ендотелне ћелије и 
периваскуларни макрофаги су такође важни у пропагацији ових инфламацијских 
сигнала унутар CNS-а (234). Активација микроглије и производња цитокина не постоји 
само у току неуроинфламације, већ је забележена и у раним етапама развоја мозга. 
Активиране ћелије микроглије помажу у функционисању синапси и имунским 
активностима унутар CNS-а. Појачана неуроинфламацијска сигнализација између Т-
лимфоцита и резидентних ћелија CNS-а је забележена током процеса памћења и учење 
(235-237).  
Високо деструктивни облик неуроинфламације повезан је са активацијом глије и 
значајном продукцијом цитокина и хемокина, инфилтрацијом периферних имуниских 
ћелија, едемом и повећаном пропустљивошћу хематоенцефалне баријере (238, 239). 
Обично је присутно примарно механичко или физичко оштећење ткива проузроковано 
инфекцијом, повредом или исхемијом. Поред тога, могу постојати и васкуларна 
оклузија, исхемија, смрт ћелија и друге секундарне инфламацијске компоненте које се 
јављају након настанка инсулта. Овај облик неуроинфламације повезан је са 
инфекцијом CNS-а, можданим ударом, или бројним другим болестима (240-243). У 
великом броју случајева ови инсулти могу угрозити живот. Поред тога што је овај 
облик неуроинфламације праћен примарним и секундарним оштећењем ткива, он може 
попримити и компоненте хроничне неуроинфламације. Висок степен 
неуроинфламације је повезан са имунским одговорима у аутоимунским болестима 
попут мултипле склерозе, што је доказано на анималном моделу експерименталног 
аутоимунског енцефаломијелитиса (енгл. experimental autoimmune encephalomyelitis, 
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ЕАЕ) (242). У овом случају неуроинфламације постоји активација глије CNS-а, 
продукција цитокина и хемокина, инфилтрација периферних имунских ћелија и 
присуство аутореактивних Т-лимфоцита (244, 245). Овде постоји значајна аутоимунска 
реакција на базични протеин мијелина, што узрокује демијелинизацију аксона. Током 
времена ова неуроинфламација постаје хронична и доводи до губитка аксона (246). 
Значајан хронични тип неуроинфламације повезан је са Алцхајмеровом болешћу (243, 
247). Алцхајмерова болест је праћена погрешним савијањем протеина, активацијом 
глије, инфилтрацијом периферних имунских ћелија, оштећењем и смрћу неурона и 
неуронском атрофијом која се повећава током времена (247, 248). Овај облик 
неуроинфламације је хроничан, прогресиван и све деструктивнији током времена. 
Насупрот овом облику неуроинфламације, постоји и пролазна 
неуроинфламација која је праћена активацијом резидентне глије и продукцијом 
неколико неуроинфламацијских цитокина IL-1β, TNF-α и IL-6. Ова индукција 
неуроинфламацијских цитокина може бити део координисаног одговора CNS-а на 
инфекције или инсулт који су локализовани на периферији. У овом случају, активација 
глије и производња цитокина и хемокина узрокује настанак физиолошких и 
бихевиоралних одговора који су корисни за организам (249). Важно је нагласити да овај 
пролазни одговор није повезан са значајном инфилтрацијом ћелија стечене имуности у 
CNS, оштећењем хематоенцефалне баријере или смрћу ћелија. Дејство психолошких 
стресора такође изазива настанак сличног неуроинфламацијског профила са глијалном 
активацијом и продукцијом цитокина и хемокина. Пролазне имунске активације 
представљају начин промовисања имунског условљавања. Истраживања су показала да 
пролазна активација имунског система, која се одиграла пре повреде или инфекције 
(енгл. euflammation), може бити повезана са мање израженим инфламацијским 
профилима и повећаном неуропротекцијом (250). Овај тип неуроинфламације 
представља вид интеракције имунске и мождане сигнализације који може утицати на 
понашање.  
 
1.3.7.1. Улога IL-6 у одржавању хомеостазе нервног ткива и 
неуроинфламацији  
 
IL-6 је цитокин који има битну улогу у одржавању хомеостазе нервног ткива и 
неуроинфламацији. Иако већина неурона не реагује на стимулацију од стране IL-6, 
доказано је да солубилни IL-6R утиче на диференцијацију неурона. Овакав тип 
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сигнализације помоћу солубилног IL-6R назива sе трансигнализација и одговорна је за 
проинфламацијско и неуродегенеративно дејство IL-6, док класична сигнализација 
преко IL-6R има протективно дејство и омогућава регенерацију можданог ткива. IL-6R 
се налази на ћелијама микроглије док је експресија sIL-6R забележена на астроцитима и 
неуронима. Пошто IL6 може да подстакне развој неурита и омогући опстанак неурона, 
он има битну улогу у процесу ремијелинизације и регенерацији нерава. IL-6 промовише 
диференцијацију олигодендроцита и има улогу неуротрофног фактора. Одуство IL-6 
доводи до редукције активације ћелија глије након трауматског оштећења мозга и 
узрокује поремећај спавања. У физиолошким условима присутан је низак ниво IL-6 у 
мозгу (251). Драстично повећање експресије и секреције IL-6 је детектовано у 
одређеним неуролошким поремећајима у којима битну улогу има неуроинфламација, 
као што су Алцхајмерова и Паркинсонова болест, мултипла склероза и исхемија мозга. 
IL-6 je повезан са одређеним психијатријским болестима. Овај цитокин је повишен код 
оболелих од депресије. Повишени нивои IL-6 пронађени су у цереброспиналној 
течности код људи који пате од пострауматског стресног поремећаја. Истраживања су 
показала да је IL-6 повезан са шизофренијом и аутизмом (251). 
 
1.3.7.2. Улога TNF-α у одржавању хомеостазе нервног система и 
неуроинфламацији  
 
TNF-α је проинфламацијски цитокин који остварује хомеостатску и 
патофизиолошку улогу у CNS-у. У физиолошким условима у CNS-у, TNF-α има 
регулаторну улогу у кључним процесима као што је пластичност синапси, учење и 
меморија, спавање и регулација уноса хране и воде. У патолошким стањима микроглија 
ствара велике количине TNF-α, а овај новостворени TNF-α је битан у 
неуроинфламацијском одговору који је повезан са одређеним неуролошким 
поремећајима. TNF-α може потенцирати цитотоксичност посредовану глутаматом 
преко два комплементарна механизма: индиректно, инхибицијом транспорта глутамата 
у астроцитима и директно експресијом Ca+2 пермеабилних-AMPA (енгл. α-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) и NMDA (енгл. N-methyl-D-aspartate) 
рецептора, што смањује експресију инхибиторних GABA-A рецептора на неуронима. 
(252). Неуроинфламација и ексцитотоксичност посредоване са TNF-α имају битну 
улогу у настанку и напредовању неуродегенеративних процеса. Повишени нивои TNF-
α су детектовани у трауматском оштећењу мозга, исхемији, Алцхајмеровој и 
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Паркинсоновој болести, мултиплој склерози и амиотрофичној латералној склерози. 
(252). Истраживања су показала да су повишени нивои TNF-α повезани са депресијом и 
анксиозним поремећајима (253). 
 
1.3.7.3. Анимални модели неуроинфламације индуковани применом 
липополисахарида  
 
Анимални модели су изузетно битни за испитивање неуроинфламације која 
настаје након примене проинфламацијских супстанци на периферији. У 
истраживањима се често користе мишеви као анимални модели за индукцију 
неуроинфламације и неуродегенерације периферном апликацијом липополисахарида 
(енгл. lipopolysaccharide, LPS). LPS, ендотоксин из спољне мембране бактерија  је 
познат као снажан окидач инфламације. Периферна апликација LPS-а код мишева 
индукује активацију астроцита и микроглије, циклооксигеназе-2 и iNOS и експресију 
проинфламацијских цитокина у мозгу (254-257).  
Након једног или више третмана мишева периферном применом LPS-а јавља се 
повећање броја F4/80, CD11, CD45 или Iba-1-позитивних ћелија као и морфолошке 
промене карактеристичне за активирану микроглију (254, 255, 258-260).  Истраживања 
су потврдила да је LPS примењен на периферији изазвао различите централне ефекте 
посредоване проинфламацијским цитокинима, углавном ослобођених из микроглије. 
Познато је да цитокини продуковани на периферији не прелазе кроз очувану 
хематоенцефалну баријеру, али могу преносити сигнале до мозга. Бројне студије на 
животињама показале су да је LPS примењен на периферији способан да стимулише 
синтезу проинфламацијских цитокина у мозгу (262-268). Студије су потврдиле 
изражену експресију IL-1β, IL-6 и TNF-a mRNА (енгл. messenger ribonucleic acid, 
mRNА) пролазног карактера у различитим регионима мозга, процењену реверзном 
транкрипцијом и ланчаном реакцијoм полимеризације у реалном времену (енгл. 
quantitative real time reverse transcription polymerase chain reaction, qRT-PCR) (265, 267, 
269-272). У истраживањима су коришћени различити сојеви мишева (оба пола): 
CH3/He, B6C3F1, C57BL/6J и CD-1. Примењивана је интравенска (енгл. intravenous, 
i.v.) или интраперитонеална (енгл. intraperitoneal, i.p.) инјекција LPS-а. Утврђено је да 
су мишеви соја C57BL/6J и FVB/NL нарочито погодни као модел за изазивање 
неуроинфламације на овај начин. Истраживање спроведено код младих мишева соја 
C57BL/6J, 4 дана након једнократне i.p. примене LPS-а у дози 1mg/kg показало је 
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повећање проинфламацијског цитокина IL-1β у мозгу. У другој студији спроведеној 
код младих мишева соја C57BL/6J, којима је i.p. апликован LPS у једној дози од 2mg/kg, 
након 24 часа, доказано је повећање и IL-6 и TNF-a mRNА у ткиву мозга. Примена дозе 
LPS-а веће од 5mg/kg, i.p. узроковала је повећање TNF-α mRNA у мозгу, које је било 
детектабилно након 1 сата, 14 и 21 дана, као и након 10 месеци од апликације (254). 
Истраживања су указала на значај дозе и начина апликације LPS-а, као и 
експерименталних услова, јер у одређеним случајевима примена LPS-а може условити 
активацију М2 фенотипа микроглије и деловати неуропротективно (254. 273). 
 
1.3.7.4. Неуроинфламација и поремећаји понашања 
 
Истраживања су показала да примена LPS-а може изазвати анхедонију, 
анорексију, апатију и неуроинфламацију повезану са анксиозношћу и депресијом. LPS 
може проузроковати симптоме депресије код људи и понашање слично анксиозности и 
депресивности код експерименталних животиња (274). Доказано је да примена LPS-а 
узрокује повећање проинфламацијских цитокина. Истраживања су показала да су нивои 
IL-6, TNF-α и осталих инфламацијских маркера повећани код оболелих од депресије, 
што указује на постојање имунске дисрегулације код овог поремећаја (275, 276). 
Депресија може пореметити осовину хипофиза-хипоталамус-надбубрежна жлезда и 
функционисање аутономног нервног система, што може стимулисати продукцију 
цитокина (277, 278). Утврђено је да примена проинфламацијских цитокина (за лечење 
канцера и хепатитиса С) индукује настанак депресивних симптома код трећине 
пацијената на овој терапији (279). Депресија се често јавља удружено са анксиозним 
поремећајима, што указује на постојање сличних етиолошких фактора у настанку ових 
поремећаја (280). Недавна истраживања су указала на чињеницу да је имунска 
дисрегулација детектована код анксиозних поремећаја и да су одређени соматски 
симптоми депресије и анксиозности повезани са неуроинфламацијом (281-283). 
Повишени нивои неуроинфламације детектовани су у атипичној, али не у депресији 
праћеној меланхолијом (284).  Симптоми слични депресији, попут умора, проблема са 
спавањем, моторне успорености и анорексије могу настати услед повећања нивоа 
инфламације (124). На ниво базалне неуроинфламације утичу навике, животни стилови, 
хроничне болести и медикаментозна терапија. Истраживање је показало да повезаност 
базалне инфламације и инфламације стимулисане LPS-ом са депресијом и 
анксиозношћу у већини случајева нестаје када се узму у обзир ови фактори. Такође је 
Докторска дисертација                                                                             Далибор Д. Стајић   
29 
 
потврђено да употреба антидепресантне терапије може утицати на ниво базалне 
инфламације, док има мањи утицај на ниво инфламације индуковане применом LPS-а 
(185, 285, 286). Утврђено је да капацитет продукције цитокина има битан значај у 
настанку анксиозности. С друге стране, базална инфламација има важну улогу у 
настанку таквих облика анксиозности и депресије код којих соматски симптоми имају 
главну улогу (253). 





Анимални лектини су протеини који препознају ендогене угљене хидрате и 
угљене хидрате који се налазе на површини микроорганизама. Иако се грађа лектина 
значајно разликује, својство везивања угљених хидрата се често може приписати 
одређеном делу ових протеинских молекула. Овај активни сегмент се означава као 
домен за препознавање угљених хидрата (енгл. carbohydrate-recognition domain, CRD). 
CRD у одређеној групи лектина има исти састав непроменљивих и високо 
конзервираних аминокиселинских остатка са карактеристичним распоредом. Лектински 
домен се комбинује са различитим доменима у молекулима лектина, што им омогућава 
постојање бројних биолошких функција. Лектини имају битну улогу у међућелијском 
транспорту гликокоњугата, међућелијској интеракцији и фагоцитози. Лектини се могу 
поделити на класе на основу природе угљенохидратног лиганда, биолошких процеса у 
којима учествују, субцелуларне локализације и зависности од двовалентних катјона 
(287). Постоји више класа лектинских молекула: 
– лектини С-типа који су добили своје име на основу чињенице да за активацију 
захтевају калцијумове јоне; налазе се екстрацелуларно и везују се за различите врсте 
угљених хидрата; 
– лектини I-типа који имају CRD сличан имуноглобулинима, док су лектини из 
групе пентраксина организовани као пентамер;  
– лектини Р-типа који имају CRD чији је примарни лиганд маноза 6-фосфат;  
– лектини S-типа, галектини (енгл. galectin, Gal) који могу бити и интра и 
екстрацелуларно локализовани, њихова потпуна активација зависи од присуства 
редукционих средстава (тиола) и имају способност да се везују за β3-галактозиде (287, 
288). 
 





Галектини су фамилија протеина која су први пут идентификовани у 
екстрактима ткива кичмењака, као лектини који се везују за галактозиде (289). 
Присуство галектина у живим организмима који се налазе на различитом ступњу 
еволуције указује на чињеницу да они учествују у основним ћелијским функцијама. С 
друге стране, постојање више различитих галектина унутар једне врсте сугерише на то 
да галектини у организму обављају и одређене специфичне функције.  
Поједини галектини се експримирају у готово свим ткивима (Gal-1 и Gal-3), док 
је дистрибуција  већине чланова ове фамилије специфична за одређене врсте ткива 
(290-292). Биолошке функције галектина могу се разликовати у зависности од њихове 
локализације. Ембриогенеза и различити процеси диференцијације ћелија, као и 
одређени патолошки процеси који се одвијају у организму су праћени променама у 
експресији молекула галектина (293). На основу истраживања улоге ових молекула у 
различитим процесима развоја и диференцијација ћелија утврђено је да код глодара 
поједини галектини, попут Gal-1 и Gal-3 имају важну улогу током формирања 
нотохорде, мозга, кичмене мождине и мишићног ткива (294-297). Такође је доказано да 
су галектини битни у функционисању имунског одговора и одбрани од патогена, као и 
да се налазе углавном у свим ћелијама урођене и стечене имуности (298-301). Неки од 
чланова ове фамилије могу изазвати апоптозу активираних Т-лимфоцита, везивањем за 
површинске олигосахариде ћелије, активирати неутрофиле или имати улогу у 
хемотакси еозинофила (302).  
Галектини се везују за олигосахариде који у свом саставу имају галактозу и могу 
истовремено остварити интеракцију са два или више молекула гликопротеина, при 
чему процесом олигомеризације граде мреже гликокоњугата (303, 304). Галектини се 
високим афинитетом везују за N-ацетиллактозаминске и полилактозаминске ланце 
((Galβ1, 4GlcNAc)n) који се налазе у саставу муцина, ламинина и фибронектина (306-
310). Везивањем за молекуле гликана, галектини учествују у ћелијској адхезији, 
миграцији, хемотакси, пролиферацији, апоптози и елонгацији неурита. Међусобним 
везивањем галектина преко молекула гликана, могу се формирати димери ових 
молекула, док везивањем за протеине који се налазе на ћелијској мембрани могу 
отпочети процеси трансдукције сигнала у ћелијама и на тај начин покренути бројни 
ћелијски процеси, попут стварања цитокина, ћелијске диференцијације и 
пролиферације (311, 312).  
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Галектини могу бити интрацелуларно локализовани и наћи се у једру, 
цитоплазми и митохондријама. Они такође могу бити екстрацелуларно локализовани и 
експримирати се на ћелијској мембрани или се могу наћи у ткивним течностима (305). 
Синтеза молекула галектина се обавља на рибозомима, а синтетисани молекули могу 
остварити своје функције и интрацелуларно кроз директну интеракцију са 
цитоплазматским протеинима. На овај начин галектини учествују у сигналним 
путевима и регулацији одређених интрацелуларних процеса. Интрацелуларно 
локализован Gal-3 може спречити апоптозу блокирањем излазка цитохрома С из 
митохондрија и може учествовати у модулацији Wnt сигнализације везивањем за β-
катенин који се налази у цитоплазми (300, 313-316). Да би екстрацелуларни галектини 
остварили своје функције интеракцијом са гликокоњугатима, неопходно је учешће 
ензима гликозилтрансферазе. Овај ензим омогућава експресију гликокоњугата на 
мембрани ћелија, што је основни предуслов за везивање молекула галектина за 
површину ћелије и отпочињање каскаде сигналних путева, процеса адхезије и осталих 
функција које обављају екстрацелуларно локализовани молекули галектина (300, 313-
318).  
Галектини су протеински молекули који поседују N-терминални и CRD домен.  
CRD домен галектина дужине је око 130 аминокиселина и високим афинитетом се 
везује за β-галактозиде. Фамилија галектина има 15 познатих чланова (319). Галектини 
су подељени у три подгрупе на основу структуре, броја и организације CRD домена 
(311):  
– ,,proto“-тип галектина који поседује по један CRD регион (галектин-1, -2, -5, -7, 
-10, -11, -13, -14, -15) и који се јавља у виду мономера или димера;  
– ,,tandem-repeat“-тип галектина који садржи два различита CRD региона 
повезана пептидним ланцем (галектин -4, -6, -8, -9, -12);  
– ,,chimera“-тип галектина се састоји од једног CRD региона који је спојен са 
нелектинским амино-терминалним ланцем дужине од око 120 аминокиселина који је 
богат пролином, глицином и тирозином. Gal-3 је једини представник ове групе. Он 
може наградити пентамерну форму у присуству мултивалентних угљених хидрата (311, 
312) (слика 1.1.).  
 
 





Слика1.1. Класификација галектина на основу броја и организације CRD региона. 
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1.4.2.  Галектин-3 
 
1.4.2.1. Идентификација галектина-3 
 
Структурно и функционално јединствен лектин Gal-3 је први пут откривен 1982. 
године као специфичан маркер перитонеалних макрофага, назван Mac-2 (313). Касније 
је код фибробласта мишева описан структурно сличан протеин који се везује за угљене 
хидрате CBP-35 (енгл. carbohydrate-binding protein) молекулске масе 35-kDa (320). 
Након тога, структурно слични лектини су детектовани у бројним типовима туморских 
ткива, ћелијама леукемије, хуманим и мишјим туморским ћелијама, интестиналном 
тракту пацова, људским плућима и људским HeLa ћелијама (321-327). Откривен је и 
протеин који се везује за IgЕ (енгл. immunoglobulin E), лектин L-29, L-34, лектин-3 
специфичан за галактозу, протеин који се везује за ламинин, 35 kDa лектин, GALBP 
(енгл. galactoside-binding protein) (322, 328-331). Након анализе гена и секвенци 
аминокиселина ових молекула утврђено је да се ради о молекулима са високим 
степеном хомологије, па је према номенклатури из 1994 назив Gal-3 усвојен као 
јединствен назив ових молекула (317).  
 
1.4.2.2. Gal-3 – дистрибуција у ткивима  
 
Gal-3 је убиквитарни молекул у адултном организму, док су експерименти 
изведени на мишевима показали да се током ембриогенезе његова експресија разликује 
у зависности од врсте ткива и фазе ембрионалног развоја. Gal-3 може бити 
интрацелуларно локализован, а може се наћи и у цитоплазми, једру и митохондријама. 
Нуклеарана локализација Gal-3 је изузетно важана у процесу обраде примарног 
транскрипта рибонуклеинске киселине (332). Екстрацелуларно локализован Gal-3 се 
обично налази везан за гликопротеине на површини ћелије и битан је за међућелијску 
адхезију и остваривање интеракције ћелија и екстрацелуларног матрикса у њиховом 
окружењу (333, 334). Овај молекул је детектован код различитих врста епителних 
ћелија попут ћелија епитела дигестивног тракта, рожњаче, коњуктива, олфакторног 
епитела, епитела бубрега, плућа, тимуса, дојке и простате. Такође је откривен у 
дукталним ћелијама пљувачних жлезда, панкреаса, бубрега, ока, у интрахепатичним 
жучним каналима, у фибробластима, хондроцитима, остеобластима, остеокластима, 
кератиноцитима, Швановим ћелијама, као и у ендотелијалним ћелијама различитих 
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ткива и органа (335). Осим тога, постоје бројни подаци о експресији Gal-3 у ћелијама 
укљученим у имунски одговор, као што су неутрофили, еозинофили, базофили и 
мастоцити, Лангерхансове ћелије, дендритске ћелије, моноцити и макрофаги. Код 
неких других типова ћелија, попут лимфоцита, Gal-3 се експримира тек под дејством 
одређених стимулуса (336, 337). Gal-3 се експримира у многим туморима, попут тумора 
панкреаса, јетре, дебелог црева, дојке, плућа, простате, главе и врата, нервног система и 
штитасте жлезде (335, 338, 339). 
 
1.4.2.3. Структура молекула Gal-3  
 
Gal-3 је једини члан фамилијe галектина типа chimera (молекулске масе 29-35-
kD) (313, 340). Gal-3 се у раствору налази као мономер са два функционална домена. 
Gal-3 је јединствен у породици галектина по томе што има изузетно дуг и флексибилан 
N-терминали домен који се састоји од 100-150 аминокиселинских остатака (336, 341-
344). У N-терминалном домену налази се циљно место за које се везују ензими 
колагеназа и металопротеиназа и на тај начин остварују инактивацију или разградњу 
молекула Gal-3 (345). N-терминални домен заједно са CRD доменом учествује у 
везивању гликана и одговоран је за процес олигомеризације молекула Gal-3 (346-348). 
Иако је утврђено да сви моно-CRD галектини формирају димере и олигомере, Gal-3 је 
посебно занимљив у том погледу, јер је његова олигомеризација резултат 
кооперативног везивање молекула Gal-3 за лиганд и независна је од структурних 
својстава лиганда (349). Кооперативно везивање молекула Gal-3 може бити инхибирано 
лактозом, што указује на чињеницу да се олигомеризација остварује преко N-
терминалног домена. Релевантан пример кооперације молекула Gal-3 је модулација 
имунског одговора. Олигомеризација Gal-3 везаног за Т ћелијски рецептор (енгл, T cell 
receptor, TCR) резултује формирањем мреже галектин-гликопротеин која ограничава 
регрутовање Т-лимфоцита посредством TCR-а на место презентовања антигена. 
Насупрот овоме, када Gal-3 није у стању да индукује формирање мреже, Т-лимфоцити 
могу постати превише реактивни под дејством сигнала TCR-а, повећавајући на тај 
начин могућност настанка аутоимунских болести (350, 351). 
Поред тога што омогућује олигомеризацију, N-терминални домен Gal-3 има још 
две битне функције. Он управља секрецијом Gal-3, интерагујући са бројним 
цитоплазматским или мембранским протеинима током секреторног пута. N-терминални 
домен олакшава и агрегацију Gal-3 на цитоплазматској страни ћелијске мембране 
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током секреције овог молекула (352-354). N-терминални домен је такође одговоран за 
директна анти-апоптотска својства молекула Gal-3, која се остварују помоћу 
фосфорилације Ser6 (355). Анти-апоптотски ефекат Gal-3 је такође повезан са његовим 
непроменљивим мотивом 180NWGR183 који се налази у склопу C-терминалног 
домена. Истраживањима је утврђено да мутација на позицији 182 (G182A) онемогућава 
анти-апоптотску активност молекула Gal-3. Потврђено је да је непроменљива секвенца 
NWGR Gal-3 хомолога са BH1 (енгл. Bcl-2 homology 1) доменом анти-апоптотског 
протеина Bcl-2 (355, 356). На основу ових чињеница евидентно је да N-терминални и 
CRD домен омогућавају потпуну анти-апоптотску функцију Gal-3, везивање овог 
молекула за гликане и процес олигомеризације. C-терминални домен Gal-3 садржи 
CRD који се састоји од две анти-паралелне β-плоче које формирају удубљење за 
везивање гликана (306, 357). CRD домени су флексибилни и могу се реорганизовати 
како би препознали лиганд. У одсуству лиганда молекули воде испуњавају удубљење и 
добијају облик лиганда CRD-а (358, 359). Осим што је важна за везивање лиганда, вода 
може да формира адхезивну мрежу посредством водоничних веза између хидрофилних 
протеинских површина, чиме се омогућава асоцијација протеина и кооперативно 
везивање (360, 361). На овај начин вода може допринети удруживању молекула Gal-3 
преко његових CRD домена, пошто удубљења за везивање лиганда углавном садрже 
хидрофилне аминокиселине. Молекули Gal-3 се удружују преко CRD домена који су 
окренути један према другом, док везивње лиганда за CRD спречава удруживање CRD 
домена. Када дође до кидања везе између аминокиселине аланина који се налази на 
позицији 62 и аминокиселине тирозин на позицији 63, повећава се афинитет CRD 
домена за лиганде, али се истовремено онемогућава процес олигомеризације Gal-3 
(362). 
 
1.4.2.4. Структура гена за Gal-3 
  
Ген LGALS3, који sе код људи налази на хромозому 14, кодира полипептидни 
ланац молекула Gal-3. Људски и мишји ген LGALS3 се састоји од шест егзона и пет 
интрона (код људи је то генски локус 14k21-22). Егзон I кодира већи део молекула од 
50I секвенце mRNA. Егзон II кодира преостали део 50I секвенце, место иницијације 
транслације протеина и првих шест амино киселина заједно са иницијалним 
метионином. Репетитивне секвенце у N-терминалној половини генског продукта 
кодира егзон III. Егзони IV, V и VI кодирају C-терминални домен протеина Gal-3 код 
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мишева, док се код људи секвенца која кодира CRD домен налази у склопу егзона V 
(363).  
 
1.4.2.5. Регулација експресије Gal-3 
 
Регулација експресије Gal-3 је комплексан процес у коме учествују бројни 
транскрипциони фактори и сигнални путеви, а који зависи од типа ћелије, спољашњих 
стимулуса и услова околине. Експресија Gal-3 се на нивоу транскрипције и транслације 
налази под утицајем различитих стимулуса. Нивои протеина Gal-3 и mRNA су 
повећани у пролиферушућим фибробластима у поређењу са ћелијама у фази мировања 
(364, 365). Gal-3 се може сматрати маркером диференцијације јер се повећана 
експресија Gal-3 јавља када се моноцити диференцирају у макрофаге, док се његова 
експресија смањује када се макрофаги диференцирају у дендритске ћелије (366). Gal-3 
се такође сматра маркером активације макрофага због чињенице да се експресија овог 
молекула повећава активацијом моноцитне THP-1 ћелијске линије помоћу форбол естра 
(367). Експресија Gal-3 се такође повећава и у макрофагима изложеним гранулоцитно-
макрофагном фактору стимулације колоније (енгл. granulocyte-macrophage colony 
stimulating factor, GM-CSF) (368). 
И поред великог броја података који се односе на експресију Gal-3, механизми 
регулације експресије Gal-3 још увек нису довољно разјашњени. Ни људски, ни мишји 
LGALS3 промотор не садрже ТАТА-кутију усходно од места почетка транскрипције. 
Међутим, постоје многобројни мотиви GC-кутије за везивање убиквитарно 
експримираног Sp1 транскрипционог фактора, што представља заједничко својство 
конститутивно експримираних, или такозваних housekeeping гена (363). 
Поред пет места за везивање Sp1, промоторски регион хуманог LGALS3 гена 
садржи неколико регулаторних елемената: пет cAMP-зависних елемената одговора 
(енгл. cAMP-dependent response elements, CRE), четири AP-1-like и једно AP-4-like 
место, две NF-κB-like локације, један sis-индуцибилни елемент (енгл. sis-inducible 
element, SIE) и секвенцу  хеликс-петља-хеликс (енгл. basic helix-loop-helix, bHLH). SIE 
је важан за транскрипциону активацију гена који се брзо активирају под дејством 
фактора раста и постоји могућност да управо SIE има улогу у активацији експресије 
LGALS3 гена (368). 
Присуство CRE и NF-κB-like места у региону промотора указује на чињеницу да 
се активација експресије Gal-3 може регулисати путем сигналних путева који укључују 
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CREB (енгл. cAMP-response element-binding protein) или NF-kB фактор транскрипције. 
Утврђено је да у регулацији експресије Gal-3 учествује и Jun протеин, компонента AP-1 
транскрипционог фактора (369). 
 
1.4.2.6. Локализација Gal-3 
 
Иако је Gal-3 претежно локализован у цитоплазми, он се такође налази и у једру, 
на површини ћелије и у екстрацелуларној средини, што указује на 
мултифункционалност овог молекула. Екстрацелуларни Gal-3 учествује у важним 
интеракцијама између ћелија и екстрацелуларног матрикса. Насупрот томе, Gal-3 који 
је интацелуларно локализован има битну улогу у преживљавању ћелија захваљујући 
способности да блокира унутрашњи пут апоптозе (371, 372). Показано је да је 
цитоплазматски Gal-3 у ћелијама рака обично повезан са агресивним фенотипом рака, 
док су другачији резултати добијени када је Gal-3 био локализован у једру (373). 
Локализација Gal-3 у једру је први пут описана у фибробластима који имају способност 
пролиферације у in vitro условима (364, 365, 374), али не и у фибробластима са 
неадекватном репликацијом (375). Gal-3 је у једру локализован углавном у 
интерхроматинским просторима, на граници кондензованог хроматина, на густој 
фибриларној компоненти и на периферији фибриларних центара нуклеолуса (376). 
 
1.4.2.7. Секреција Gal-3 
 
Gal-3 се синтетише на слободним рибозомима у цитоплазми и нема сигналне 
секвенце за транслокацију у ендоплазматски ретикулум. Иако не пролази кроз мрежу 
ендоплазматског ретикулума и Голџијевог апарата, постоји мноштво доказа да се Gal-3 
налази екстрацелуларно. Утврђено је се да се овај протеин излучује из ћелија новим, 
још увек недовољно разјашњеним механизмом, познатим као ектоцитоза. Овај 
транспорт је независан од класичног секреторног пута кроз ендоплазматски ретикулум 
и Голџијев апарат (336, 377-379). Gal-3 може остварити непосредну интеракцију са 
липидима ћелијске мембране и проћи кроз  липидни двослој липозома, а за овај процес 
није потребан утрошак енергије (380). Кратки сегмент N-терминалне секвенце Gal-3 
који садржи остатке 89-96 (Tyr-Pro-Ser-Ala-Pro-Gly-Ala-Tir) има кључну улогу у 
секрецији Gal-3. Међутим, ова секвенца сама по себи није довољна да изазове директну 
секрецију CAT (енгл. chloramphenicol acetyltransferase) фузионог протеина, неопходно 
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је да се она налази у склопу велике N-терминалне секвенце Gal-3. Имунохистокемијске 
студије су показале да први корак у секрецији Gal-3 представља његова акумулација на 
цитоплазматској страни ћелијске мембране (354, 377, 378, 381). 
 
1.4.2.8. Лиганди Gal-3 и различите улоге Gal-3 условљене локализацијом 
 
Истраживања су показала да постоји већи број лиганда за Gal-3. Ови лиганди се 
према локализацији могу поделити на екстрацелуларне, интрацелуларне и нуклеарне 
лиганде. 
 
1.4.2.8.1.  Eкстрацелуларни лиганди Gal-3 и улоге екстрацелуларног Gal-3 
 
Gal-3, као и већина чланова породице галектина, функционише као рецептор за 
лиганде који садрже поли-N-ацетиллактозаминске секвенце састављене од великог 
броја јединица дисахарида. Молекули галектина се везују за тип I Gal β1,3 GlcNAc или 
тип II Gal β1,4 GlcNAc јединице, са већим афинитетом за полилактозаминске ланце, 
односно за комплексније олигосахариде (303, 333, 336, 382). Експресија ових 
гликанских структура зависи од активности гликозилтрансфераза које омогућавају 
додавање N-ацилилактозамина на N-гликане, чиме се стварају одговарајући лиганди за 
Gal-3 (335). Сматра се да је већина екстрацелуларних функција и улога у трансдукцији 
сигнала Gal-3 последица везивања CRD домена за Mg-5-модификоване N-гликане који 
се налазе на различитим рецепторима на површини ћелија. Ово је праћено настанком 
олигомера које овај галектин формира посредством N-терминалног домена, тако да 
функционише као биолошки унакрсни линкер између више гликопротеина. 
Истраживања су показала да је скраћени облик Gal-3 који нема N-терминални домен 
још увек у стању да везује лиганде, али не може обавити своје функције (383-385). 
Gal-3 се везује за гликозилиране компоненте екстрацелуларног матрикса, у које 
спада ламинин, фибронектин, тенасцин, хондроитин сулфат, Mac-2 везујући протеин, 
витронектин хенсин, еластин и колаген, као и α1β1 интегрини и α субјединица 
интегрина αMβ1 (CD11b/18, Mac-1 антиген) која је присутна на макрофагима (386-394). 
Gal-3 се такође везује за тешки ланац CD98, промовишући његову димеризацију и 
последичну активацију адхезије посредовану интегринима (333). 
Поједини високо гликозилирани адхезивни протеински молекули на површини 
ћелије, као што су интегрини, такође представљају лиганде за Gal-3. Везивање Gal-3 за 
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екстрацелуларни домен једне или обе субјединице интегрина узрокује позитивну или 
негативну модулацију активације интегрина и такође остварује утицај на њихово 
везивање са другим екстрацелуларним лигандима (395). Главни лиганд за Gal-3 на 
макрофагима миша је α-субјединица интегрина αМβ2, позната као CD11b/8 (333, 394). 
Gal-3 такође ступа у интеракцију са интегрином А11 преко својих CRD домена на 
лактоза-зависан начин (396). Gal-3 се везује за α3P1 интегрин на површини ендотелних 
ћелија. На овај начин се формира комплекс између интегрина, Gal-3 и NG2 
протеогликана који може потенцирати трансмембранску сигнализацију одговорну за 
покретљивост и морфогенезу ендотелних ћелија (397). Ова интеракција је важна у 
ангиогенези и васкуларизацији тумора.  
Везивање Gal-3 за Mg-5-модификоване N-гликане епидермалног фактора раста 
(енгл. epidermal growth factor, EGF) и рецептора трансформишућег фактора раста (енгл. 
transforming growth factor, TGF-β) одлаже уклањање рецептора конститутивном 
ендоцитозом. Мрежа коју формирају молекули Gal-3 обезбеђује повећање експресије 
површинских рецептора и повећану осетљивост на факторе раста. Nа пример, мишеви 
са недостатком Mgat5 показују губитак осетљивости према цитокинима, што узрокује 
губитак фосфорилације и транслокације нуклеарног ERK и редукцију Сmad2/3 
фосфорилације (398). Gal-3 регулише цитокинске рецепторе, управо захваљујући 
способности да се веже за Mg-5-модификоване N-гликане на површинским 
гликопротеинима.  
Ламинин, протеин екстрацелуларног матрикса, је хетеротример за који се Gal-3 
везује са високим афинитетом. Ова интеракција је веома важна у процесу ћелијске 
адхезије (349). Пошто је поремећена адхезија ћелија важна карактеристика свих врста 
рака, интеракција између Gal-3 и ламинина може бити важан фактор у прогресији рака 
(399). Gal-3 промовише адхезију неутрофила на ламинин, што омогућава неутрофилима 
да пређу кроз базалне мембране како би дошли до места инфламације (383). У већини 
случајева Gal-3 позитивно регулише ћелијску адхезију, међутим, показано је да Gal-3 
може инхибирати адхезију ћелија код одређених врста рака. Gal-3 инхибира адхезију 
ћелија рака за ламинин код меланома, рака дојке, фибросаркома и рака простате, чиме 
се повећава могућност метастазирања карцинома (396). Ове разлике се заснивају на 
протеинима укљученим у ћелијску адхезију и концентрацији присутног растворљивог 
молекула Gal-3. 
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1.4.2.8.2.  Интрацелуларни лиганди Gal-3 и улоге интацелуларног Gal-3  
 
Gal-3 који је локализован унутар ћелије интерагује са неколико интрацелуларних 
протеина, као што су: цитокератини, CBP70, Chrp (енгл. cystidine/histidine-rich protein), 
Гемин4, Alik/AIP-1(енгл. actin-interacting protein, AIP1), Bcl-2 и β-катенин (317, 400-
403). Посебно је битна чињеница да скоро сви ови интрацелуларни лиганди у већини 
случајева са Gal-3 остварују интеракције типа протеин-протеин. Једини изузетак од 
овог правила су цитокератини. Потврђено је да цитокератини MCF7, као и они 
пореклом из других људских ћелија имају посттранслационе модификације, односно 
гликан је терминалом α везом повезан са GalNAc. Ове резидуе у in vitro условима могу 
препознати молекули Gal-3 сисара (400). 
Bcl-2, члан Bcl-2 породице протеина који регулишу ћелијску смрт (апоптозу) је 
био први откривени цитоплазматски лиганд Gal-3. Истраживања су показала да 
интеракција између CRD домена Gal-3 и Bcl-2 може бити инхибирана лактозом.  
Везивање лактозе за Gal-3 изазива конформациону промену у региону молекула Gal-3  
који интерагује са Bcl-2. На овај начин Gal-3 остварује битну улогу у ћелијском расту и 
апоптози. Gal-3 који је локализован у једру подстиче апоптозу, док Gal-3 који је 
локализован у цитоплазми своју антиапоптотску улогу остварује стабилизацијом 
мембране митохондрија (356, 373, 404). Недавно су идентификовани још неки лиганди 
Gal-3 који су укључени у апоптотску сигнализацију: CD95 (APO-1/Fas) - члан породице 
рецептора смрти, nucling и Alix/AIP1. Alix/AIP1 садржи секвенцу богату тирозином у C-
терминалном региону, која је хомолога са тандемски понављајућим секвенца у N-
терминалном делу молекула Gal-3 (317, 405, 406). 
Gal-3 повећава ниво протеин киназе B (енгл. protein kinase B, PKB) укључене у 
регулисањe инхибиције апоптозе и стимулацији пролиферације ћелија, што потврђује 
улогу молекула Gal-3 у прогресији рака (407). Ras протеини су важне GTPазе, које 
имају улогу у ћелијској пролиферацији, диференцијацији, преживљавању и смрти. Gal-
3 се везује за активирани K-Ras, што подстиче активацију фосфатидилинозитол 3-
киназе (енгл. phosphatidylinositol 3-kinase, PI3-K) и Raf-1 и повећава активацију 
екстрацелуларне киназе регулисане сигналима ERK (408). K-Ras је најважнији Ras 
онкопротеин за настанак тумора код људи, а како се нивои Gal-1 и Gal-3 разликују код 
нормалних и туморских ћелија, може се закључити да равнотежа ових галектина 
дефинише исход онкогенe K-Ras трансформације. 
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Gal-3 је важан регулатор Vnt/β-катенин сигнализације. Gal-3 је структурно 
сличан β-катенину и са овим молекулом остварује интеракцију. β-катенин је нисходна 
компонента Wnt сигналног пута. Фосфорилација β-катенина казеин киназом I (енгл. 
casein kinase I, CKI) и GСK-3β (енгл. glycogen synthase kinase-3β) киназом је неопходна 
за иницијацију сигнала. Gal-3 се такође може фосфорилисати овим дуалним системом 
киназа (409, 410). Сигнализација помоћу β-катенина регулише прелаз епителних ћелија 
у мезенхимске ћелије, који је посредован са TGF-β. Овај процес узрокује настанак 
миофибробласта и доприноси прогресији фиброзе. Појачана сигнализација помоћу 
Wnt4 у мишјим моделима бубрежне тубулоинтерстицијалне болести корелира са 
појавом фиброзних лезија, што указује на значај ових протеина као медијатора фиброзе 
бубрега (411). 
Gal-3 који је локализован у једру може да ступа у интеракцију са гемином-4, 
компонентом комплекса макромолекула која се састоји од приближно 15 полипептида, 
а међу њима се налазе: протеин одговоран за преживљавање моторног неурона SMN 
(енгл. survival of motor neuron), гемин-2, гемин-3, нуклеарни протеини сnRNP и други 
још неидентификовани протеини. Ови комплекси су укључени у процесе који су 
директно или индиректно повезани са пре-mRNA сплајсингом. Идентификација 
гемина-4 као партнера у интеракцији са Gal-3 пружа чврсте доказе да овај галектин има 
битну улогу у настанку сплајсеозома in vivo (317, 403). Скрининг cDNA (енгл. 
complementary deoxyribonucleic acid) Jurkat ћелија двохибридном методом која је 
користила Gal-3 као мамац, омогућила је идентификацију новог протеина који се везује 
за Gal-3. У питању је био хумани хомолог ALG-2 (енгл. аlpha-1,3-mannosyltransferase) 
везујућег протеина X (енгл. ALG-2-interacting protein X, Alix), односно AIP-1 (317). Овај 
протеин интерагује са ALG-2, калцијум-везујућим протеином који је неопходан за 
изазивање ћелијске смрти подстакнуте различитим стимулусима. (412).  
 
1.4.2.9.  Улога Gal-3 у имунском систему  
 
Околности под којима је Gal-3 откривен (као маркер макрофага, Mac-2 и 
протеин који се везује за IgE) одмах су указалe на чињеницу да овај молекул има битну 
улогу у функционисању имунског система. Утврђено је да везивање лиганда утиче на 
модификацију функције галектина. Пошто остаци β-галактозида нису могли да се нађу 
у цитоплазми, најпре се претпостављало да су галектини ускладиштени у цитоплазми, 
али да своју улогу остварују на другој локацији (388). Након изласка из ћелије Gal-3 се 
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може везати за протеине екстрацелуларног матрикса, нпр. ламинин, и подстаћи 
адхезију и миграцију ћелија имунског система дуж базалне мембране (383). На основу 
досадашњих научних сазнања о овом молекулу, Gal-3 се не може сматрати само 
маркером активације макрофага као што је био случај када је првобитно откривен, 
пошто је установљено да се он експримира у различитим ћелијама и ткивима (413). Gal-
3 је пронађен у скоро свим ћелијама имунског система, у неутрофилима, 
еозинофилима, базофилима и мастоцитима, Лангерхансовим ћелијама и дендритским 
ћелијама (366, 414-418). Ипак, макрофаги превазилазе било који други тип ћелије када 
је у питању количина произведеног Gal-3. Gal-3 је пети по реду експримовани протеин 
у макрофагима, када се узме у обзир њихова целокупна експресија протеина. Чак и ако 
није специфичан само за макрофаге, његова улога у функцији макрофага је изузетно 
битна. Gal-3 има изузетно важну улогу у фагоцитози апоптотских ћелија и IgG-
опсонизованог материјала од стране макрофа (419). Gal-3 локализован у цитоплазми 
учествује у формирању фагозома. Gal-3 код макрофага функционише и као рецептор за 
препознавање молекулских образаца. Ова улога је најпре уочена првенствено код 
екстрацелуларно локализованог Gal-3, који се посредством својих CRD домена везује за 
гликанске остатке на патогеним микроорганизмима. Препознавање и везивање за 
патогене микроорганизме представљају почетни корак у њиховој елиминацији путем 
фагоцитозе (420). Сличну улогу ови молекули остварују и кад су у питању 
ксенопротеини или друге структуре патогенa, а могу служити као сензор за неке 
молекуле, као што је липопротеин ниске густине (енгл. low denсity lipoprotein, LDL.) 
или крајњи продукти гликације (енгл. advanced glycation end productсs, AGEs). 
Интеракција Gal-3 са липопротеинима или ендопродуктима гликације или 
липоксидације одговорна је за њихово уклањање или настанак сигнала за 
функционалну промену фенотипа макрофага (370, 421, 422). Gal-3 којег стварају 
макрофаги такође може да има функције сличне функцијама цитокина. Gal-3 може да 
оствари улогу у регулацији имунског одговора инхибицијом IL-12 и експресије других 
Th1 (енгл. T helper type 1) цитокина (423). Gal-3 индукује активацију миофибробласта и 
производњу колагена у фибробластима (424). На овај начин,  Gal-3 може да поспеши 
фиброзу у плућима, јетри, бубрегу, срцу и другим органима (425-428). Gal-3 такође 
промовише интеракције између моноцита, што узрокује формирања поликариона 
(мултиједарне џиновске ћелије) у хроничним инфламацијским болестима и болестима 
праћеним фиброзом (429). Gal-3 утиче на смањење продукције IL-5 у еозинофилима. 
Овај молекул промовише преживљавање B-лимфоцита блокирањем њихове коначне 
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диференцијације у плазмоците и на тај начин омогућава повећање броја меморијских 
B-лимфоцита (431). 
Gal-3 може активирати оксидативни прасак неутрофила код људи, а за ову улогу 
битни су и CRD и N-терминални домен Gal-3. Оба домена су такође неопходна за 
специфичан хемотактички капацитет Gal-3 за моноците и макрофаге (432-435). 
 
1.4.2.10. Улога Gal-3 у модулацији имунског одговора 
 
Галектини имају битну улогу у модулацији функције ћелија имунског система. 
Ову улогу остварују захваљујући способности да изазову функционалне промене и 
подстицање или спречавање апоптозе одређених субпопулација имунских ћелија. 
Својство Gal-3 да формира мрежасте структуре може узроковати активирање 
мастоцита. Gal-3 се осим за IgE молекул, може везати и за IgE рецептор, тако да је 
могуће да се Gal-3 веже за IgE који је већ везан за рецептор, сам рецептор или за обоје 
(436). Узимајући у обзир да се неки галектини могу коекспримирати у одређеном 
микроокружењу, изузетно је битна њихова унакрсна повезаност и комуникација. 
Утврђено је да Gal-1 шаље костимулативни сигнал наивним и антиген-специфичним Т-
лимфоцитима, док Gal-8 овај ефекат остварује преко гликозилираног муцина CD45 на 
ћелијској површини (437-439). Доказано је да Gal-3 спречава костимулацију Т-
лимфоцита од стране Gal-1 и Gal-8, преко негативне регулације TCR-а (437). Након 
везивање за TCR, молекули Gal-3 олигомеризују и након формирања мреже спречавају 
латералну мобилност молекула TCR-а (351). Инхибиција Gal-3 смањује интеракцију 
између наивних Т-лимфоцита и дендритских ћелија, што представља кључни процес у 
покретању имунског одговора (440). 
Gal-3 се експримира само у активираним Т-лимфоцитима. У овим Т-
лимфоцитима Gal-3 индукује излагање фосфатидилсерина, што представља иницијални 
догађај у апоптози (304). Индукција апоптозе се одиграва неселективно и код Th1 и Th2 
лимфоцита (441). Gal-3 може индиректно подстаћи раст канцера индуковањем апоптозе 
тумор-реактивних Т-лимфоцита, или онемогућавати њихову функцију спречавањем 
колокализације TCR и CD4/CD8 молекула (442, 443). Локација Gal-3 је важна у 
остваривању његових функција у одређеним процесима у организму. Екстрацелуларно 
локализован Gal-3 индукује ћелијску смрт и излагање фосфатидилсерина, док 
ектопична локализација овог молекула у људским Т-лимфоцитима спречава апоптозу 
индуковану стауроспорином и анти-Fas рецептор антителом (399, 404). 




1.4.2.11. Улога Gal-3 током интеракција патогених микроорганизама и 
домаћина 
 
У основи патогенезе многих инфекција налази се интеракција лектина домаћина 
и гликана на површини патогена. Галектини се везују за гликане који се налазе на 
површини вируса, бактерија, протозоа и гљивица, функционишући као обрасци за 
препознавање рецептора (299). Показано је да Gal-3 има способност да се веже за 
одређене компоненте бактерија, нпр. LPS. Gal-3 се својим CRD доменом везује за 
лактозил групе LPS-а, док се N-терминалним доменом везује за липид А, који 
представља део молекула LPS-а (444). У истраживању Li-а из 2008. Gal-3 дефицијентни 
мишеви су након примене LPS-а развили шок који је био повезан са прекомерном 
индукцијом инфламацијских цитокина, јер молекули Gal-3 нису били доступни за 
везивање и секвестрирање овог ендотоксина (445). Новија истраживања сугеришу на 
чињеницу да везивање LPS-а може индуковати Gal-3 олигомеризацију преко N-
терминалног домена, што узрокује смањење концентрације LPS-а и прага неопходног 
за активацију неутрофила и до десет пута (446). Изузетно је важно да се током 
инфламације што пре активирају неутрофили, јер се на тај начин повећава шанса за 
брзу и успешну ерадикацију патогена. На основу ових чињеница потврђена је дуална 
улога Gal-3, јер овај молекул у случају инвазије патогених микроорганизама обложених 
шећером промовише инфламацију, док насупрот овоме, Gal-3 може учествовати у 
ерадикацији патогена индуковањем имунског одговора домаћина. Gal-3 може 
функционисати и као опсонин, унакрсно повезујући две или више ћелија, након 
везивања за њихове површинске угљене хидрате. Ова интеракција је веома важна за 
фагоцитозу бактерија на местима где су типични опсонини, као антитела и комплемент 
мање заступљени, нпр. у уринарном тракту (447). Gal-3 може везати 
липоолигосахариде одређених грам негативних бактерија (N.gonorrhoeae, H. influenzae) 
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1.4.2.12. Улога Gal-3 у одређеним патофизиолошким процесима 
 
Gal-3 показује и про- и анти-инфламацијске улоге у различитим 
патофизиолошким процесима. Његова улога у овим процесима зависи од типа циљне 
ћелије и локализације. Одређене студије су показале његову протективну улогу у 
инфламацији изазваној гојазношћу која настаје услед акумулације метаболичких 
стресора, као што су AGEs. Gal-3 функционише као рецептор чистач за AGEs, за које се 
везује са високим афинитетом и спречава AGEs-индуковано оштећење ткива (449, 450). 
Делеција гена за Gal-3 повећава висцералну гојазност, хипергликемију и инсулинску 
резистенцију. Gal-3 има улогу у развоју типа 2 дијабетеса изазваног исхраном богатом 
мастима (енгл. high fat diet, HFD) (451, 452).  
Проинфламацијска улога Gal-3 експериментално је доказана у случају 
фулманантног хепатитиса изазваног конкавалином А (453). Установљено је да 
недостатак Gal-3 смањује оштећење јетре преко смањења броја ефекторских ћелија и 
промовисањем М2-поларизације макрофага. Стога, Gal-3 има заштитну улогу код 
настанка стеатозе, али доприноси оштећењу јетре, настанку инфламације и фиброзе. 
Улога Gal-3 у примарном билијарном холангитису испитивана је помоћу мишјег 
модела аутоимунског холангитиса (454). Резултати ових истраживања указују на то да 
делеција гена за Gal-3 доводи до прогресије примарног билијарног холангитиса. 
Интрацелуларни Gal-3 одржава интегритет митохондријске мембране и штити од 
апоптозе, док недостатак Gal-3 олакшава апоптозу епителних билијарних ћелија и 
узрокује ослобађање аутоантигена који појачавају имунски одговор, доприносећи 
оштећењу жучних канала и фибрози јетре. 
Gal-3 има битну улогу у прогресији срчане инсуфицијенције, будући да 
подстиче процес ремоделовања и фиброзу миокарда (455). Gal-3 је показао позитивне 
ефекте у мишјем моделу астме. Интраназална примена Gal-3 cDNK је смањила упалу 
дисајних путева након излагања антигену (456, 457). У другој студији, Gal-3 
дефицијентни мишеви су испољили слабију инфламацију и хиперреакцију дисајних 
путева у поређењу са мишевима дивљег соја, чиме је поново потврђено да локација 
Gal-3 битно утиче на његове биолошке функције (458). Gal-3 такође може допринети 
процесу атеросклерозе одржавајући упалу у атеросклеротичном плаку (459). 
Пошто је доказан имуно-регулаторни потенцијал Gal-3 у различитим 
инфламацијским процесима посредованим Т-лимфоцитима, аутоимунским болестима и 
прогресији тумора, постоји континуирана потрага за терапијом заснованом на 
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инхибиторима специфичним за Gal-3. У истраживањима су се често користили биљни 
производи који су безбедни и лако доступни. На основу резулатата истраживања, разни 
биолошки активни пектински препарати и галактоманани из биљака су предложени као 
потенцијална терапија у спречавању настанка и напредовања метастаза рака и 
инфламације, што се постиже инхибирањем молекула Gal-3 ( 435, 460).  
 
1.4.2.13. Експресија и улоге Gal-3 у нервном систему 
 
Експресија Gal-3 у мозгу у базалним условима (у одсуству инфламацијских и 
неуродегенаративних процеса) није још увек детаљно истражена (461). Постоји мало 
података о експресија Gal-3 у неуронима CNS-а. Установљено је да се Gal-3 
експримира у субпопулацији ганглијских неурона дорзалног корена кичмене мождине 
(енгл. dorsal root ganglion, DRG) и током развоја и у одраслој доби (462). Истраживања 
спроведена у in vitro условима су потврдила експресију Gal-3 у ћелијама микроглије 
(463, 464). Осим код микроглије, доказана је експресија Gal-3 и код других потпорних 
ћелија нервног система, ћелијама макроглије, у које спадају астроцити и 
олигодендроцити  (464, 465). Gal-3 пореклом из глијалних ћелија CNS-a учествује у 
диференцијацији олигодендроцита и очувању интегритета мијелина. Потврђено је 
значајно смањење мијелинизaције аксона у corpus callosum-у код Gal-3 дефицијентних 
мишева у односу на дивљи сој (464). Gal-3 се конститутивно експримира у одређеним 
врстама ћелија у субвентрикуларној зони код мишева и помаже епендимским ћелијама 
у успостављању хемотактичког градијента и астроцитима у формирању глијалних 
канала, битних формација у миграцији неуробласта током развоја CNS-а. На овај начин 
Gal-3 утиче на покретљивост ћелија у ростралном миграторном путу (465). Недавна 
студија је потврдила да се Gal-3 експримира у CA1 региону хипокампуса код мишева и 
одређеним регијама мозга пацова. Gal-3 учествује у негативној регулацији формирања 
меморије у хипокампусу, инхибицијом сигнализације интегрина (466). Gal-3 такође 
стимулише адхезију неурона и раст неурита и има важну улогу у модулацији 
екстрацелуларног матрикса у нервном ткиву (467). Претходне студије су показале да 
измењена експресија LGALS3 гена има улогу у синаптичким променама које су 
повезане са губитком функције током старења (468). 
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1.4.2.13.1.  Gal-3 и сигнализација у глијалним ћелијама 
 
Gal-3, без обзира да ли је интрацелуларно или екстрацелуларно локализован, 
стимулише сигналне путеве у микроглијалним ћелијама и остварује вишеструке улоге у 
зависности од типа ћелије. Микроглија је самоодржива популација 
имунских/мијелоидних ћелија лоцираних у CNS-у. Ове ћелије су под нормалним 
условима у стању мировања, али се у случају повреде или различитих болести 
активирају (469). Микроглија има кључну улогу у имунском одговору CNS-a. Под 
дејством проинфламацијских стимулуса микроглија секретује Gal-3 који делује као 
ендогени лиганд за TLR4. На овај начин Gal-3 учествује у активацији 
проинфламацијског М1 фенотипа микроглијалних ћелија и промовише 
неуроинфламацију (470). Gal-3 стимулише продукцију проинфламацијских медијатора 
у микроглијалним ћелијама, помоћу фосфорилације тирозина Janus киназе 2 и 
сигналних трансдуктора и активатора транскрипције: STAT1, STAT3 и STAT5 (471). 
Gal-3 у микроглији активира фагоцитозу регулацијом и продужавањем активности 
KRas-GTP-зависне фосфатидилинозитол 3-киназе (469).  
 
1.4.2.13.2. Gal-3 и неуроинфламација 
 
Gal-3 је јединствени маркер активираних микроглијалних ћелија и макрофага 
који поседују способност фагоцитозе мијелина (469). У експерименталном 
аутоимунском енцефалитису код мишева, у којем преовлађују аутоимунски Т-
лимфоцити и макрофаги, Gal-3 је локализован у активираним ћелијама микроглије и 
макрофагима у демијелинизирајућим лезијама кичмене мождине захваћене ЕАЕ-ом 
(472). На основу резултата истраживања у коме је Gal-3 детектован у активираним 
ћелијама микроглије и макрофагима који су фагоцитовали мијелин, овај молекул је 
проглашен проинфламацијским “опасним” молекулом у моделу ЕАЕ (473). Насупрот 
томе, фагоцитоза мијелинског дебрија током оштећења CNS-а је корисна за 
регенерацију неурона због тога што мијелин инхибира диференцијацију 
олигодендроцита и регенерацију оштећених аксона (474, 475). И поред тога што је Gal-
3 битан за клиренс мијелинског дебрија у ЕАЕ-у, он има улогу у превенцији апоптозе, 
повећању синтезе IL-17 и IFN-γ и смањењу продукције IL-10, доприносећи развоју 
болести (473, 476). 
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У зависности од локализације Gal-3 у моделу ЕАЕ остварује различиту улогу. 
Истраживања су показала да екстрацелуларни Gal-3 индукује апоптозу Т-лимфоцита у 
CNS-у, док  интрацелуларни Gal-3 инхибира апоптозу, подстиче ћелијски раст и 
регулише сигнализацију преко TCR-а, стимулишући експанзију Т-лимфоцита (351, 
477). 
 
1.4.2.13.3. Експресија и улога галектина-3 код исхемијског оштећења мозга 
 
Након исхемије мозга у насталим лезијама долази до активације микроглије. 
(478-480). Иако је добро познато да се на експерименталним моделима код пацова 
ћелије микроглије активирају након исхемије мозга, и даље се истражује да ли је улога 
активираних микроглијалних ћелија у исхемији мозга штетна или корисна (481-483). 
Gal-3 се током исхемије мозга експримира код већине активираних ћелија 
микроглије (478-480). Дефектна активација и смањење броја ћелија микроглије у 
исхемијским лезијама је потврђена код Gal-3 дефицијентних мишева, што указује на 
чињеницу да Gal-3  има битну улогу у активацији и пролиферацији ћелија микроглије 
које секретују  проинфламацијске медијаторе у одговору непосредно након оштећења 
можданог ткива (480). 
Истраживања су потврдила улогу Gal-3 у стимулацији ендотелних ћелија и 
неуропрогенитора у исхемијсхо-реперфузијским оштећењима можданог ткива код 
глодара у in vitro условима. Такође је потврђен његов значај у ремоделовању ткива и 
подстицању раста неурита и неурогенези после исхемије (467, 484). Gal-3 пореклом из 
активираних ћелија глије и макрофага у исхемијским лезијама мозга остварује свој 
ефекат индукцијом секреције проинфламацијских медијатора током ране фазе 
инфламације, а затим индукује ангиогенезу, неурогенезу и модулацију фенотипа 
макрофага. На анималном моделу је утврђена повећана експресија Gal-3 код 
активираних ћелија микроглије у CA1 региону хипокампуса након пролазне мождане 
исхемије (479). Експресија Gal-3 у CA2 региону хипокампуса након пролазне исхемије 
може имати битну улогу у спречавању настанка смрти неурона (485). Истраживања су 
открила коекспресију Gal-3 и фактора раста сличног инсулину 1 (енгл. insulin-like 
growth factor-1, IGF-1) у активираним микроглијалним ћелијама након можданог удара. 
На сигнализацију IGF-1 рецептора (енгл. IGF-1 receptor, IGF-R1) утиче интеракција 
Gal-3 са N-везаним гликанима овог рецептора. Недостатак Gal-3 узрокује дефект у 
активацији микроглије,  IGF-R1 сигнализације и митогеног одговора ћелија микроглије, 
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што за последицу има прекомерну компензаторну експресију IL-6. Сходно томе, може 
доћи до прекомерне активације Janus киназе, активатора транскрипције (JAK/STAT) и 
повећања регулације супресора сигнализације цитокина 3 (енгл. suppressor of cytokine 
signaling 3, SOCS3). Повећана активација SOCS3 инхибира ефекте IGF-1 који 
доприноси преживљавању ћелија у нервном систему и негативној регулацији 
пролиферације ћелија микроглије посредоване IGF-1 (480). 
 
1.4.2.13.4. Експресија и улога Gal-3 код трауматске повреде CNS-а 
 
Трауматска повреда CNS-а је праћена оштећењем аксона, разарањем мијелина, 
инфилтрацијом имунских ћелија (макрофага), активацијом ћелија микроглије, 
реактивном астроглиозом и регенерацијом неурона (486-488). После раног акутног 
инфламацијског одговора CNS-а у зонама лезија следи процес ремоделовања ткива са 
заменом ћелија глије и неурона. Gal-3 који се ослобађа из микроглије као одговор на 
трауматску повреду можданог ткива делује као алармин који регулише имунски 
одговор мозга. Gal-3 подстиче инфламацију преко TLR4, а такође узрокује повећање 
губитка неурона и поспешује неуродегенерацију. Уочена је повећана експресија Gal-3 у 
микроглији и установљена битна улога у модулацији фагоцитозе у активираним 
ћелијама микроглије и макрофагима у слоју хипокампуса са пирамидалним ћелијама 
који је веома осетљив на трауму мозга (489). У истраживању спроведеном код адултних 
мишева број Gal-3-позитивних ћелија значајно је повишен након повреде мозга, а 
већина Gal-3 позитивних ћелија микроглије у corpus callosum-у је показивала и 
имунореактивност на фактор раста неурона (490). У експерименталним моделима који 
су обухатали и повреду кичмене мождине Gal-3 је имао битну улогу у секундарном 
оштећењу нервног ткива, јер је забележен изразити пораст експресије Gal-3 након 7 
дана, који је трајао до 28. дана од повреде (491). Gal-3 посредује у патогенези дифузне 
аксоналне повреде и делује неуропротективно стимулишући ослобађање фактора раста 
неурона и изазивајући фенотипске промене у макрофагима (490). Код проучавања 
аксотомије и Валеријанове дегенерације је установљено да Gal-3 помаже макрофагима 
у фагоцитози дегенерисаног мијелина након оштећења периферног нервног система 
или CNS-а (492). Међутим, експерименти су показали да Gal-3 инхибира 
пролиферацију Шванових ћелија у културама исхијадичног нерва (493). Проучавање 
регенерације исхијадичног нерва код Gal-3 дефицијентних мишева показало је  
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повећани број макрофага и Шванових ћелија, убрзану регенерацију нерава и бржи 
опоравак локомоторне функције у односу на мишеве дивљег соја (494). 
 
1.4.2.13.5. Експресија и улога Gal-3 код вирусних енцефалитиса и прионских 
болести 
 
Плејотропни ефекти Gal-3 испољавају се и код енцефалитиса изазваног вирусом. 
Gal-3 се експримира у активираним микроглијалним ћелијама и макрофагима и 
показује паракрине и аутокрне ефекте, стимулише секрецију проинфламацијских 
медијатора и промену фенотипа макрофага у алтернативно активиране М2 макрофаге, 
што је уочено у in vitro условима (495). Истраживањима је доказана експресија Gal-3 у 
ћелијама микроглије малог мозга након инокулације вируса енцефаломиокардитиса 
(496). 
Gal-3 има битну улогу и у другим инфективним болестима CNS-а, као што је то 
случај са прионским болестима. Gal-3 је детектован у активираној микроглији и његова 
експресија је била повезана са абнормалним накупљањем приона, што је узроковало 
смрт неурона (497, 498). Експерименти са Gal-3 дефицијентним мишевима показали су 
продужено време преживљавања код интрацеребралних прионских инфекција, 
потврђујући улогу Gal-3 у развоју прионских болести (498). Узимајући у обзир ове 
улоге Gal-3 у CNS-у, посебно се истиче његова функција  проинфламацијског 
медијатора, улога у ћелијској активацији и адхезији у раном стадијуму инфламације и 
пролонгирању инфламације CNS-а, а његове специфичне улоге умногоме зависе од 
типа инфламације. 
 
1.4.2.13.6. Улога  Gal-3 у неуродегенеративним болестима  
 
Gal-3 кога ствара микроглија промовише фагоцитозу патогених 
микроорганизама, ткивних остатака (нпр. дегенерисаног мијелина код повреда аксона и 
мултипле склерозе) и одређених неуротоксичних фактора (β-амилоид код 
Алцхајмерове болести и α-синуклеин и неуромеланин код Паркинсонове болести). 
Међутим, прекомерно активирана дисфункционална микроглија продукује 
неуротоксичне проинфламацијске молекуле (TNFα и NO). Одређени продукти 
неуродегенерације (Β-амилоид, α-синуклеин, неуромеланин и глутамат) могу и сами 
проузроковати прекомерну активацију микроглије. Уклањање дегенерисаног мијелина 
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помоћу микроглије је важно за поправку као и за смањење оштећења аксона и мијелина 
у мултиплој склерози (469). Gal-3 има битну улогу у побољшању инфламацијских 
демијелинизацијских поремећаја (464, 493). Истраживања код Паркинсонове болести 
потврдила су да Gal-3 има важну улогу у активацији микроглије индуковане α-
синуклеином и прогресији болести. Gal-3 је у овој болести укључен у 
проинфламацијску активацију специфичних инфламацијских путева преко повећаног 
стварања IL-1β и IL-12 (499). С друге стране, Gal-3 има заштитни, анти-инфламацијски 
ефекат код амиотрофичне латералне склерозе. Потврђено је да делеција гена за Gal-3 
узрокује егзарцебацију активације микроглије и убрзање прогресије болести код 
SOD1G93A мишева у моделу амиотрофичне латералне склерозе (500). 
Повећање нивоа Gal-3 током прогресије деменције која је праћена појавом 
Левијевих телашаца и амиотрофичне латералне склерозе, може послужити као 
ефикасан индикатор имунског одговора праћеног неуродегенерацијом (501-503). 
Почетак ремијелинације је подстакнут експресијом Gal-3 пореклом из микроглије, 
преко  директног утицаја на диференцијацију олигодендроцита или преко М2 ћелијске 
поларизацијe (504-505). Повишени нивои Gal-3 су уочени у ликвору пацијената са 
амиотрофичном латералном склерозом и новорођенчади након перинаталне асфиксије 
(489, 507, 508). Повишени нивои Gal-3 у испитиваним узорцима серума и ликвора код 
пацијената са Алцхајмеровом болешћу и амиотрофичном латералном склерозом 
повезани су са активацијом инфламације и апоптозом, али и редукцијом 
неуродегенеративних промена. Студија Aсhraf и сарадника је показала повезаност 
између нивоа Gal-3 у серуму и ликвору и когнитивног статуса код пацијената са овим 
болестима. Могућност секреције и детектовања Gal-3 у серуму и ликвору чине овај 
молекул потенцијалним биомаркером за Алцхајмерову болест, амиотрофичну 
латералну склерозу и друге неуродегенеративне болести  (509, 510) 
 
1.4.2.14. Gal-3 и понашање 
 
Поједина истраживања указују на везу између анксиозности и делеције гена за 
Gal-3. Утврђена је повезаност између Gal-3 и одређених неуротрансмитера и 
неуротрофних фактора који могу утицати на настанак анксиозности. Истраживањима је 
утврђено постојање корелацију између можданог неуротрофног фактора (BDNF-а) и 
Gal-3. BDNF је неуротрофин који доприноси синаптичкој пластичности и 
преживљавању неурона и стимулише пролиферацију и диференцијацију неурона. 
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Неколико студија је потврдило да су смањени нивои BDNF-а повезани са анксиозним 
поремећајима (46, 511, 512). Осим тога, инхибиција сигнализације од стране BDNF-а 
узрокује настанак депресивних поремећаја. Студије које су спроведене код испитаника 
са депресијом показале су да смањени нивои BDNF-а у мозгу могу утицати на настанак 
атрофије и губитка ћелија у хипокампусу и префронталном кортексу (513, 514). 
Експерименти у in vitro условима су показали да присуство BDNF-а повећава 
експресију Gal-3 у DRG неуронима (462). 
Промене у структури мијелина код Gal-3-/- мишева изазивају одређене 
поремећаје у понашању. Ова претпоставка је потврђена резултатима бихевиоралне 
студије спроведене коришћењем Gal-3-/- и мишева дивљег соја (енгл. wild-type, WT) 
старости 9-13 недеља (464). У студији су коришћени тестови: крстасти лавиринт, hole-
board, inverted screen тест и тестове за процену локомоторне активности. Gal-3-/- 
мишеви су показали мању анксиозност у односу на одговарајуће WT мишеве, 
потврђујући улогу Gal-3 на понашање. Међутим, тестови нису показали значајне 
разлике у локомоторној активности или моторичкој координацији. У другој студији, 
коју су спровели Hoyos и сарадници, Gal-3-/- и WT мишеви старости 8 недеља су 
третирани купризоном током две недеље да би се индуковала демијелинација (493). 
Резултати бихевиоралних тестова су показали да мишеви третирани купризоном имају 
ниже нивое анксиозности у поређењу са одговарајућим наивним мишевима. Осим тога, 
само Gal-3-/- мишеви су показали смањену локомоторну активност. Смањење 
локомоторне активности индиректно указује на повећање степена анксиозности. Значај 
Gal-3 у настанку анксиозности може се објаснити и улогама које Gal-3 има у развоју и 
функционисању неурона као и повезаности галектина и фактора раста, као што су 
VEGF (енгл. vascular endothelial growth factor), bFGF (енгл. basic fibroblast growth 
factor) и IGF-1 (480, 515). Такође је доказно смањење локомоторне активности Gal-3 
дефицијентних мишева у кавезима, што индиректно указује на повећање степена 
анксиозности (96, 464, 493, 516). 
Досадашњим истраживањима указано је на могућу улогу Gal-3 у одређеним 
старосним групама, одређеним тестовима понашања и током боравака у кавезу. С 
обзиром да је истраживањима потврђен значај овог молекула у развоју и 
функционисању CNS-a, била су потребна истраживања која би коришћењем 
стандардизованих тестова понашања и одређених хипокампалних параметра 
анксиозности и депресије прецизније испитала улогу коју овај молекул има у 
понашању.















ЦИЉЕВИ И ХИПОТЕЗЕ   
ИСТРАЖИВАЊА 
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2.1. Циљеви истраживања 
 
На основу претходно изнетих података, резултата досадашњих и наших 
прелиминарних  истраживања, постављени су следећи циљеви овог истраживања: 
 
 
1. Испитивање утицаја делеције гена за Gal-3 на резултате бихевиоралних 
тестова WT и Gal-3-/- мишева соја C57BL/6, мушког пола, старости 20 недеља, у 
базалним условима.  
 
 
2. Утврђивање ефекта неуроинфламације и делеције гена за Gal-3 на резултате 
бихевиоралних тестова WT и Gal-3-/- мишева соја C57BL/6, мушког пола,  старости 20 
недеља, 24h након апликације LPS-а.  
 
 
3.  Одређивање повезности бихевиоралних промена са релевантним параметрима 
неуроинфламације и хипокампалним факторима који учествују у регулацији понашања.  
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2.2. Хипотезе истраживања 
 
Основне хипотезе нашег истраживања су: 
 
 




2.  Делеција гена за Gal-3 атенуира неуроинфламацију и последичне промене у 
понашању.    
     
 
3. Бихевиоралне промене су повезане са променама експресије гена за GABA-A 
рецепторске субјединице, BDNF и TLR4, као и експресије и концентрације 


























МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 
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3.1. Услови под којима су животиње одгајане и чуване током 
експерименталних протокола 
 
Истраживање је осмишљено као експериментална студија на животињама in vivo 
и на узоркованом материјалу in vitro. У овом истраживању су коришћени WT мишеви 
дивљег соја C57BL/6 и мишеви са циљаном делецијом гена за Gal-3 (Gal-3-/-, LGALS3-
/-) соја C57BL/6, мушког пола, старости 20 недеља, приближно исте телесне масе. Gal-
3-/- мишеви су добијени захваљујући проф. др Hsu (Daniel K Hsu, Department of 
Dermatology, University of California, Davis, School of Medicine, Sacramento, CA, USA). 
WT и Gal-3-/- мишеви који су се користили у експерименту одгајани су у стандардним 
условима, у виваријуму Центра за молекулску медицину и истраживање матичних 
ћелија, Факултета медицинских наука, Универзитета у Крагујевцу. Експериментлне 
животиње су чуване у стандардним транспарентним кавезима од плексигласа, при чему 
је било максимално 4 животиње у кавезу. Животиње су имале неограничен приступ 
храни и води (ad libitum). У виваријуму су одржавани константни услови, температура 
је износила 23±1 °C, влажност ваздуха је била 55±5%, а циклус светлост/тама је био 
подешен на 12 сати (светла фаза је почињала у 8:00). Светлосни интензитет у 
виваријуму је био 120 лукса. Третман и експерименти су спровођени за време трајања 
светле фазе, у условима без звучних, механичких и светлосних сензација које би могле 
неповољно утицти на резултате тестова понашања животиња.  
Студија је спроведена према принципима Добре лабораторијске праксе, 
одговарајуће директиве Европске Уније (2010/63/EU) и ARRIVE смерницама, уз 
сагласност надлежног Етичког одбора. Спроведено истраживање је одобрила  Етичка 
комисија за експерименталне животиње, Факултета медицинских наука, Универзитета 







Докторска дисертација                                                                             Далибор Д. Стајић   
59 
 
3.2. Методологија за добијање LGALS3-/- мишева  
 
 Метода хомологе рекомбинације омогућава добијање knock-out 
експерименталних животиња са једним или више нефункционалних гена. Хомологом 
рекомбинацијом замењују се секвенце гена између два слична или истоветна молекула 
DNA (517). На овај начин обавља се замена и потпуна елиминација функционалог гена 
некодирајућим геном. Овај поступак се користио за добијање мишева са делецијом гена 
за Gal-3. 
За добијање експерименталних животиња са делецијом одређених гена 
неопходно је да се обави одабир ћелија у којима се одиграла хомолога рекомбинација. 
Фрагмент DNA са мутираним или искљученим геном се инкорпорира у вектор који 
поседује гене којима се контролише рекомбинација. Ови додатни гени на вектору су 
гени који омогућавају постојање резистенције на неомицин (Neo ген) и ген за тимидин 
киназу (ТК ген) (517, 518). За време хомологе рекомбинације Neo ген се увек уграђује у 
DNA хромозома, док се ТК ген губи. Вектор се смешта у ћелијску културу у чијем се 
медијуму налазе неомицин и ганцикловир или FIAU (енгл. 1-(29-deoxy29-fluoro-1-β-D-
arabinofuranosyl-)-5-iodo-uracil) који се под десјтвом тимидин киназе трансформише у 
летални продукт. Ћелије у чији се геном случајно инкорпорира вектор отпорне су на 
неомицин, али не и на присуство ганцикловира или FIAU. Насупрот овоме, ћелије у 
којима је обављена хомолога рекомбинација резистентне су на све три супстанце, јер се 
ТК ген није уградио у њихов геном. На овај начин се селектују само преживеле ћелије 
са хомологим рекомбинацијама (517, 518).  
 Како би се добили мишеви са делецијом гена за Gal-3 у лабораторији проф. др 
Hsu-а (Univerсity of California) изведена је делеција гена за Gal-3 код ембрионалних 
матичних ћелија (519). Вектор је направљен тако да поседује фрагмент клониране DNA 
за Gal-3. Најпре је обављен прекид секвенце гена која кодира домен за препознавање 
угљених хидрата. Сегмент интрон-4-егзон-5 супституисан је геном за резистенцију на 
неомицин. Сегмент од егзона-4 до егзона-5 је смештен у Poly(A) вектор (Stratagene, La 
Jolla, CA, USA) непосредно до промотера за тимидин киназу-Neo касете. Затим је део 
од егзона-5 до егзона-6 инкорпорисан нисходно од Neo касете, док је Neo геном  
извршен прекид сегмента на споју интрона-4 и егзона-5 (519). Када је у матичне 
ембрионалне ћелије мишева (B3) инкорпориран циљни вектор, уз помоћ PCR-а и 
Southern blot-а је потврђена хомолога рекомбинација у ћелијама са којима је обављен 
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трансфер и које су  биле отпорне на аминогликозид и генетицин. Фаворизовани су 
клонови са хомологом рекомбинацијом, а ћелије су убачене у бластоцисте C57BL/6 
мишева. Затим је обављена имплантација ових бластоцисти у сурогат женке соја CD1.  
 Овим поступком су настали химерични мужјаци. Ови мужјаци су укрштани са 
женкама соја C57BL/6. На овај начин су добијени хетерозиготни LGALS3-/+ потомци. 
Укрштањем ових мишева у сродству, после 9 генерација добијени су хомозиготни 
мишеви код којих није постојала експресија гена за Gal-3 (519).   
Испитивањем различитих ткива мишева добијених на овај начин, потврђено је 
да код LGALS3-/- мишева не постоји експресија Gal-3 и нису уочене разлике у телесној 
маси и грађи ткива и органа између ових мишева и мишева дивљег соја. Такође, код 
LGALS3-/- мишева није детектована разлика у броју ћелија у периферној крви и 
биохемијском профилу у односу на LGALS3+/+ мишеве (519). 
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У истраживању је учествовало укупно 32 миша (16 WT и 16 Gal-3-/-) соја 
C57BL/6, мушког пола, старости 20 недеља. Код ових мишева спроводили су се тестови 
понашања у базалним условима и у акутној инфламацији 24 часа након апликације 
LPS-а. Потом су се животиње жртвовале ради издвајања ткива хипокампуса.  
Животиње су се методом случајног узорка одвајале у кавезе по групама, тако да 
су биле формиране 4 групе животиња (по 8 мишева), мушког пола (старости 20 
недеља):  
1. WT C57BL/6 – једнократно се апликовао физиолошки раствор у одговарајућој 
запремини;  
2. Gal-3-/- C57BL/6 – једнократно се апликовао физиолошки раствор у 
одговарајућој запремини;  
3. WT C57BL/6 – једнократно се апликовао LPS у одговарајућој запремини 
(акутна инфламација);  
4. Gal-3-/-
 
C57BL/6 – једнократно се апликовао LPS у одговарајућој запремини 




Према подацима из литературе системска инфламација и неуроинфламација 
могу се индуковати интраперитонеалном применом LPS-a. У претходним 
истраживањима у ове сврхе примењиване су различите дозе LPS-a једнократно или је 
он апликован више пута у одређеним временским размацима. У овом истраживању 
неуроинфламација је индукована применом LPS-a (E. coli 055:B5; L2880, Sigma-Aldrich) 
интраперитонеално, у једној дози од 5 mg/kg (0.5 ml), док се у осталим групама 
апликовала иста количина физиолошког раствора интраперитонеално (за испитивања у 
базалним условима) (520). На овај начин избегнуте су потенцијалне разлике у 
резултатима експеримента које могу настати услед стресогеног ефекта 
интраперитонеалне администрације LPS-a. 
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3.4. Бихевиоралнa тестирањa 
 
Бихевиорална тестирања су се спроводила 24 сата након третмана. Тестирања су  
се обављала у 8 сати ујутру, док је храна уклањана увече, 12 сати пре почетка тестова 
понашања. Овај поступак се примењивао у складу са стандардним процедурма које се 
спроводе како би се одржао мотивациони статус животиња за спровођење 
бихевиоралних тестова (521). У циљу аклиматизације на нове услове, животиње су два 
сата пре почетка тестирања, премештане из виваријума у просторију у којој су се 
изводили бихевиорални тестови.  
 
 3.4.1. Тест отвореног поља 
 
Тест отвореног поља је један од најчешће коришћених тестова за процену опште 
моторичке и експлоративне активности на анималним моделима. Овај тест такође 
служи за квантификацију понашања сличног анксиозности код глодара (94, 96, 522). 
Апаратура теста отвореног поља се састојала од сивог квадрата (40 × 40 × 15 cm). 
Арена овог теста је била виртуелно подељена на две зоне, централну и периферну зону 
(слика 3.1.). На почетку теста свака експериментална животиња је постављена у центар 
арене. Образац кретања животиње у арени је омогућавао добијање информације о 
стању сличном анксиозности. Овај тест је спроведен у условима одговарајућег 
осветљења и тишине. Након постављања експерименталне животиње у центар арене, 
експериментатор је напуштао просторију у којој се спроводило тестирање. Активност 
мишева снимана је у трајању од 5 минута помоћу видео камере која се налазила на 150 
cm изнад арене, а затим су видео записи анализирани коришћењем одговарајућег 
софтвера. По завршетку сваког снимања арена је чишћена водом и дезинфикована 70% 
етил-алкохолом како би се уклонили трагови мириса тестираних експерименталних 
животиња, који би могли да утичу на понашање животиња при наредном тестирању. 
Након тестирања су експерименталне животиње враћане у своје кавезе.   
 
Праћени су следећи параметри теста отвореног поља:  
 
– укупни пређени пут – изражен у cm;  
– укупно време кретања – изражено у s; 
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– укупно време проведено у централној зони – изражено у s; 
– број улазака у централну зону; 




Слика 3.1. Тест отвореног поља. А – лавиринт; Б – виртуелна подела лавиринта на зоне; В – 
путања којом се животиња кретала за време теста добијена обрадом снимка помоћу програма EthoVision 
XT12, Noldus Information Technology, the Netherlands. 
 
Посматрањем понашања животиња у арени можемо одредити њихов анксиозни 
статус. Број улазака у централну зону и укупно време проведено у централној зони 
представљају директне индикаторе анксиозности (523). Мањи степен анксиозности 
имају животиње које се слободно крећу у свим зонама арене, а посебно је важно да 
животиње слободно улазе и да се извесно време задржавају у централној зони, што се 
карактерише повећањем вредности параметара укупног времена проведеног у 
централној зони и броја улазака у централну зону. Насупрот томе, уколико животиње 
време претежно проведу у периферној зони, може се закључити да такве животиње 
имају повећан степен анксиозности. Индиректни индикатори анксиозности су 
параметри локомоторне активности (укупни пређени пут и укупно време кретања) (96). 
Смањење вредности ових параметара карактеристично је за нижи ниво локомоторне 
активности животиње, што индиректно указује на повећање степена анксиозности. Број 
усправљања представља важан параметар експлоративне активности, а будући да је 
експлоративна активност у негативној корелацији са страхом од непознатог, тј. 
анксиозношћу, овај параметар такође представља индиректни индикатор степена 
анксиозности (524, 525). Смањење експлоративне активности (броја усправљања) 
указује на повећање степена анксиозности. 
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3.4.2. Тест уздигнутог крстастог лавиринта  
 
Тест уздигнутог крстастог лавиринта служи за селективније испитивање степена 
анксиозности и један је од тестова који се најчешће користи за ту сврху. Апаратура 
овог теста, за мишеве као експерименталне животиње, састојала се од два отворена (33 
× 10 cm) и два затворена крака (33 × 10 × 15 cm) који су се међусобно налазили под 
правим углом, а лавиринт је био подигнут 80 cm од пода (слика 3.2.). Свака животиња 
је на почетку тестирања постављена у центар лавиринта, са главом према отвореним 
крацима. Експерименталним животињама је било дозвољено да 5 минута слободно 
истражују лавиринт. Овај тест омогућава процену понашања животиња захваљујући 
постојању могућности боравка у сигурним делова лавиринта (2 затворена крака) и 
аверзивним деловима лавиринта (2 отворена крака). Након постављања животиње у 
центар арене, експериментатор је напуштао просторију у којој се спроводио 
експеримент. Експерименталне животиње су тестиране у условима одговарајуће 
осветљености и одсуства звучних стимулуса. Понашање животиње је забележено 
дигиталном видео камером која се налазила изнад лавиринта. Након завршеног 
тестирања, експерименталне  животиње су смештане у своје кавезе. После сваког 
завршеног тестирања лавиринт је чишћен употребом воде и 70% етил-алкохола како би 
се уклонили мириси који су могли утицати на понашање животиња при наредном 
тестирању.  
 
Праћени су следећи параметри теста уздигнутог крстастог лавиринта: 
 
– укупно време проведено у отвореним крацима – изражено у s;  
– број улазака у отворене краке; 
– укупни пређени пут – изражен у cm;  
– укупно време кретања – израженo у ѕ;  
– број усправљања на задње шапе;  
– број нагињања – број савијања главе испод нивоа отворених кракова лавиринта;  
– број епизода укупне експлоративне активности – збир броја усправљања (који се 
углавном бележи у затвореним крацима) и броја нагињања (који се може запазити само 
у отвореним крацима) (526);  
 





Слика 3.2. Тест уздигнутог крстастог лавиринта. А – лавиринт; Б – виртуелна подела лавиринта; В – 
путања кретања животиње за време трајања теста добијена обрадом снимка помоћу програма EthоVision 
XT12, Noldus Information Technology, the Netherlands. 
 
Број улазака и укупно време проведено у отвореним крацима сматрају се 
директним индикаторима анксиозности (527, 528). Животиње са већим степеном 
анксиозности дуже бораве у затвореним крацима, што је праћено смањењем укупног 
времена проведеног у отвореним крацима и броја улазака у отворене краке. Повећање 
степена анксиозности је такође праћено смањењем експлоративне активности, што се 
детектује преко редукције вредности следећих параметара: броја усправљања, броја 
нагињања и броја епизода укупне експлоративне активности, који су уједно и 
индиректни показатељи степена анксиозности. На повећање степена анксиозности 
индиректно указује и смањење локомоторне активности, које се манифестује смањењем 
вредности параметара укупног пређеног пута и укупног времена кретања.  
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3.4.3. Тест качења за реп  
 
Тест качења за реп се користи за утврђивање степена депресивности (529) 
Апарат теста качења за реп чинио је метални оквир (60х60 cm) и део за фиксирање 
животиње (адхезивна трака) који се налазио у центру. Да би се избегло пењање 
животиње уз реп, постављена је пластична кружна баријера (диск пречника 25 cm) на 1 
cm од места качења репа, која је у централном делу имала рупу пречника 1.5 cm кроз 
коју се провлачио реп (слика 3.3.). За време обављања овог теста експериментална 
животиња је висила окачена о реп помоћу адхезивне траке. Тест је трајао 6 минута, а 
понашање животиње је снимано дигиталном видео камером. У основи теста се налази 
чињеница да ће животиња која је доведена у безизлазну ситуацију (фиксирана да виси 
окачена за реп са главом окренутом на доле), покушати да се ослободи из неприродног 
положаја, али и да ће након извесног времена упасти у стање резигнације, праћено 
појавом имобилности. Под имобилношћу се подразумевало стање у којем је животиња 
најмање 5 секунди без уочљивих вољних покрета (обим покрета <1 cm) тела или 
одређених делова тела, т.ј. главе или екстремитета. Под имобилношћу се 
подразумевало и невољно љуљање животиња. За време извођења овог теста, 
експерименталне животиње су имале периоде моторне активности и имобилности. 
Тестирање је обављено у условима одговарајуће осветљености и одсуства звучних 
стимулуса. По завршетку сваког теста, апарат је чишћен помоћу воде и 70% етил-
алкохола, како би се уклонили мириси који су могли да утичу на понашање. После 
завршеног експеримента животиње су премештане натраг у своје кавезе.  
 
Праћени су следећи параметри теста качења за реп:  
 
– време до појаве прве имобилности – изражено у ѕ;  
– број епизода имобилности – укупан број периода одсуства активног супростављања 
положају који је непријатан;  
– укупно време имобилности – укупно време пасивних реакција животиње на постојеће 
околности, изражено у ѕ;  
– просечно трајање епизоде имобилности животиње – изражено у ѕ. 
 
Ови параметри представљaју индикаторе депресивности. Скраћење времена до 
појаве прве имобилности и повећање вредности броја епизода имобилности, укупног 
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времена имобилности и просечног трајања епизоде имобилности животиње указују на 




Слика 3.3. Тест качења за реп. 
 
3.4.4. Снимање и анализа видео записа  
 
Извођење бихевиоралних тестова је забележено дигиталном видео камером. За 
анализу видео записа користио се одговарајући програм (EthoVision XT12, Noldus 
Information Technology, the Netherlands). Овај програм је омогућио добијање нумеричких 
параметара, неопходних за квантификацију бихевиоралних манифестација. 
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3.5. Жртвовање животиња и прикупљање узорака за анализе 
 
Након обављених тестова понашања, животиње су жртвоване како би се узели 
узорци ткива хипокампуса за потребне анализе. Животиње су жртвоване у атмосфери 
засићеној диетилетром (BETAHEM, Београд, Србија). Животиње су декапитоване како би 
се издвојио мозак, а затим изоловао хипокампус. Након издвајања ткива хипокампуса, 
узорци су складиштени на одговарајући начин (формалин за имунохистохемијске 
анализе, дубоко замрзавање за остале врсте анализа).  
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3.6. Хистолошка анализа ткива хипокампуса 
 
Исечци ткива хипокампуса који су се користили за хистолошку анализу су били 
фиксирани формалином и укалупљени парафином (енгл. formalin-fixed and paraffin-
embedded, FFPE). Након добијања парафинских калупа, помоћу микротома су 
направљени коронарни пресеци можданог ткива дебљине ~5 μm. Парафински исечци су 
бојени хематоксилином и еозином како би се проценом инфилтрације инфламацијских 
ћелија у хипокампусу детектовала акутна неуроинфламација.  
 
3.6.1. Израда препарата  
 
Након декапитације и брзе екстракције из лобање, мозак мишева је третиран 
према следећој процедури: фиксација у 10% формалдехиду (неутрални pH), 
дехидратација и калупљење. Ткиво је фиксирано у 10% раствору формалдехида на 
собној температури, при чему је његова запремина била десет пута већа од запремине 
ткива. Након тога је обављена дехидратација, испирање и импрегнација ткива 
употребом ткивног процесора. Ткиво је затим било укалупљено у парафинске блокове. 
Помоћу микротома су исечени резови дебљине 5 μm (приближно 1.7 mm од брегме). 
Добијени пресеци су стављани на предметна стакла, након чега је уследило бојење 
одговарајућом техником.  
 
3.6.2. Бојење хематоксилином и еозином  
 
Парафински исечци су најпре били загрејани у термостату на +560C у трајању од 
45 минута. Депарафинизација се обављала у ксилолу. Поступак рехидратације ткива је 
био следећи: најпре је примењено испирање у опадајућим концентрацијама етил 
алкохола: 2 пута по 5 минута у апсолутном алкохолу, затим 5 минута у 96% алкохолу, 5 
минута у 90% алкохолу, 5 минута у 70% алкохолу и на крају 5 минута у дестилованој 
води. Бојење препарата је обављено Mayer-овим хематоксилином (Sigma Aldrich, Сt. 
Louis, MO, USA) у трајању од 10 минута, а затим је следило испрање дестилованом и 
текућом водом у трајању од 5 минута. Након тога препарати су бојени алкохолним 
еозином (Sigma Aldrich) у трајању од 2 минута. Затим је ткиво дехидратисано и 
просветљено у ксилолу. Дехидратација је обављена помоћу растућих концентрација 
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алкохола и то: 5 минута у 70% алкохолу, затим 5 минута у 90% алкохолу, 5 минута у 
96% алкохолу и на крају 2 пута по 5 минута у апсолутном алкохолу. Након ових 
поступака, препарати су просветљени потапањем у мешавину ксилола и апсолутног 
алкохола у односу 1:1, у трајању од 1 минута, а затим 2 пута по 1 минут у ксилолу. На 
крају су ткивни исечци прекривени Canada balsam-oм (Canada balsam, Centrohem, 
Србија) и покровним стаклима. Сушење препарата је трајало 24 сата, након чега је 
обављена анализа добијених препарата и њихово фотомикрографисање на светлосном 




Слика 3.4. Приказ инфламацијског инфилтрата на коронарном пресеку мозга мишева. 
Горњи панел - бојење хематоксилином и еозином, ×10, доњи панел - бојење хематоксилином и еозином, 
×40. Патохистолошка потврда неуроинфламације 24h од апликације LPS-a. На слици се види 
периваскуларни инфламацијски инфилтрат код Gal-3-/- и израженији инфилтрат код WT мишева. 
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3.7. Имунохистохемијска анализа  
 
Имунохистохемијско бојење парафинских исечака ткива мозга је било изведено 
коришћењем примарног зечјег анти-BDNF антитела (ab108319, Abcam, Cambridge, UK) 
за бојење BDNF-а по одговарајућем протоколу. Бојење је визуализовано коришћењем 
Expose mouse and rabbit specific HRP/DAB detection IHC Kit-а (ab80436, Abcam, 
Cambridge, UK). 
 
3.7.1. Израда препарата 
 
Парафински исечци ткива мозга дебљине 5 μm су најпре депарафинисани и 
рехидратисани. Парафински исечци су загрејани у термостату на +56°C у трајању од 45 
минута, а затим су депарафинисани потапањем у ксилол 3 пута по 5 минута. У току 
поступка рехидратације ткива било је примењено испирање исечака у опадајућим 
концентрацијама етил алкохола: 2 пута по 5 минута у апсолутном алкохолу, затим 5 
минута у 96% алкохолу, 5 минута у 90% алкохолу, 5 минута у 70% алкохолу и на крају 5 
минута у дестилованој води.  Након ових поступака препарати су кувани 21 минут у 10 
mM Na-цитрата (pH 6.0) у микроталасној пећи, како би се омогућило отварање епитопа. 
После хлађења, препарати су три пута интензивно испрани у PBS-у (енгл. phospate 
buffered salline) (pH=7.2). Активност ендогене пероксидазе у ткивним исечцима је 
блокирана додавањем 2-3 капи Hydrogen Peroxide Block-а. После инкубације у трајању 
од 10 минута на собној температури, препарати су два пута испирани PBS-ом. После 
тога је на препарате додато 2-3 капи Protein Block-a и након инкубације од 10 минута 
уследило је још једно испирање у PBS-у.  
 
3.7.2. Бојење препарата - детекција BDNF-имунореактивних неурона 
 
Након претходно описаног поступка, на ткивне исечке мозга је додато по 100 μl 
(1:100) примарног зечјег анти-BDNF антитела (ab108319, Abcam, Cambridge, UK). 
Примарна антитела су растворена у PBS-у са 1% BSA (енгл. bovine serum albumin). 
Инкубација са примарним антителима је обављена током ноћи, у влажној комори, на 
собној температури. После инкубације препарати су били испирани 3 пута по 5 минута 
у PBS-у. Након тога је додат HRP (енгл. horseradish peroxidase) коњугат са 
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секундарним антителом и препарати су инкубирани 15 минута на собној температури. 
Након инкубације, препарати су опрани 4 пута по 5 минута у PBS-у. Затим је на ткивне 
исечке апликовано 2-3 капи DAB реагенса који је претходно добијен  додавањем 30 μl 
DAB Chromоgen-а у 1.5 ml DAB Substrate-a. Развијање реакције DAB хромагена и 
пероксидазе је контролисано употребом микроскопа. Овај поступак је трајао од 1 до 10 
минута. Ензимска реакција је прекинута након 4 испирања препарата у PBS-у. После 
завршног испирања у дестилованој води које је трајало 1 минут, ткивни исечци су 2 
минута бојени хематоксилином по Mayer-у, како би се постигло контрастирање.  Након 
бојења исечци су интензивно испрани млаком текућом водом у трајању од 10 минута. 
Након тога, уследио је поступак дехидратације. За процес дехидратације су коришћене 
растуће концентрације алкохола и то: третирање исечака 2 пута по 5 минута у 96% 
алкохолу и 2 пута по 5 минута у апсолутном алкохолу. Након поступка дехидратације, 
добијени препарати су просветљени потапањем у ксилол 2 пута по 5 минута. На 
препарате је стављен Canada balsam, медијум за покривање и покровно стакло. Затим је 
следило сушење препарата 24 сата на собној температури. 
 
3.7.3. Бројање BDNF-имунореактивних неурона 
 
Бројање BDNF-имунореактивних неурона у хипокампусу (3.8 mm од брегме) је 
реализовано употребом светлосног микроскопа (BX51, Olympus, Japan) на ×60 
увеличању (слика 3.4.). Направљене су фотомикрографије за сва три циљана региона 
хипокампуса (CA1, CA2/3 и DG). Резултати су представљени као средњи број 
позитивно обојених ћелија по mm2 у сва три региона хипокампуса (CA1, CA2/3 и DG), 
као и у пресецима ткива целог хипокампуса уз коришћење програма ImageJ (530).  





Сликa 3.5. Имунохистохемијска експресија BDNF-имунореактивних неурона у 
хипокампусу мишева. На горњем делу слике су представљени региони хипокампуса у којима је 
одређиван број BDNF-позитивних неурона (CA1, CA2/3, DG). На доњем делу слике су представљени 
појединачни BDNF-позитивни неурони из различитих региона хипокампуса (са одговарајућим 
увеличањем). 
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3.8. Одређивање концентрације цитокина у хомогенату ткива 
хипокампуса  ELISA методом 
 
Ткиво мишјих хипокампуса је било хомогенизовано у 200 µl PBS-а и коктела за 
инхибицију протеаза (P8340, Sigma Aldrich, USA), помоћу стакленог хомогенизатора на 
леду. Суспензија је била подвргнута ултрасонификацији и након тога хомогенати су 
центрифугирани 15 минута на 1500 × g. Узети супернатанти су се чували на -80°C. 
Концентрација IL-6 и TNF-α у хомогенату хипокампуса се одређивала комерцијалним 
сетовима за имуноензимску реакцију (енгл. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) 
произвођача (R&D Systems, Minneapolis, MN). Реакција се спроводила према 
препорукама произвођача. Растварање стандарда је обављено помоћу PBS-а, тако да је 
почетна концентрација за IL-6 била 1000 pg/ml, док је за TNF-α износила 2000 pg/ml. 
Затим су од стандарда са највећим концентрацијама добијена серијска двоструко 
растућа разблажења у 8 тачака у комерцијалном растварачу (енгл. reagent diluent, PBS 
са 1%-тним BSA). На основу вредности стандарда је добијена стандардна крива и 
једначина праве, помоћу које је обављено одређивање концентрације IL-6 и TNF-α. 
Радне концентрације везујућег антитела (енгл. capture antibody) у волумену од 
100 μl додате су у микротитар плочу (енгл. microtiter plate) која је имала 96 бунарчића 
са равним дном (Sarsted, Germany). По завршетку овог поступка преко микротитар 
плоче је постављена адхезивна фолија (енгл. ELISA Plate Sealers), а микротитар плоча 
је остављена током ноћи на собној температури. Наредни поступак се састојао у 
испирању бунарчића одговарајућим пуфером (енгл. wash buffer). Након овога је 
следило додавање блокирајућег пуфера (енгл. block buffer, PBS са 1%-тним BSA) 
запремине 300 μl, затим су плоче стајале на собној температури током једног сата, 
после чега су третиране пуфером за испирање.  
Употребом дејонизоване воде узорци су разблажени 10 пута, после овог 
поступка су узорци и припремљени стандарди смештени у микротитар плочу и 
прекривени адхезивном фолијом. Тако припремљене микротитар плоче су инкубиране 
на собној температури  у трајању од два сата. После обављеног испирања микротитар 
плоча, у бунарчиће је стављено по 100 μl радне концентрације антитела која служе за 
детекцију (енгл. detection antibody). Затим је уследила двочасовна инкубација 
микротитар плоча прекривених адхезивном фолијом на собној температури. После 
инкубације и испирања микротитар плоча, у бунарчиће је додато 100 μl радне 
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концентрације Streptavidin-HRP. Микротитар плоче су затим заштићене од сунчеве 
светлости и инкубиране у трајању од 20 минута на собној температури. После овог 
поступка микротитар плоче су испране. У бунарчиће микротитар плоче је затим сипано 
100 μl раствореног супстрата (енгл. supstrate solution: color reagent A + color reagent B) 
у размери 1:1. По истеку 20 минута, додато је 50 μl стоп раствора (енгл. stop solution: 
2N H2SO4), након чега је следило очитавање оптичке густине на 450 nm, помоћу 
Microplate reader-а (Zenyth 3100 Mylti-Mode-Detektor, Anthos, Austria).  
Вредности добијене очитавањем су пре извођења анализе кориговане за 
вредности абсорбанце слепе пробе (дејонизована вода). За добијање вредности за сваки 
узорак понаособ конструисана је стандардна крива према измереним вредностима 
стандарда. 
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3.9. Анализа експресије гена у ткиву хипокампуса методом 
квантитативне ланчане реакције полимеразе у реалном времену 
 
3.9.1. Изолација RNA из ткива хипокампуса мишeва 
 
За поступак издвајања укупне рибонуклеопротеинске киселине из ткива 
хипокампуса коришћен је тризол реагенс (раствор фенола и гуанидин изотиоцианата) 
(Invitrogen TRIzol™ Reagent, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) на 100 mg 
ткива и ручни стаклени хомогенизатор на леду. Хомогенат је затим смештен у епрувете 
од 1.5 ml (Eppendorf, Hamburg, Germany) и центрифугиран 5 минута на 12000 × g на 
+4
о
C. Чист супернатант је пребачен у нове епрувете и инкубиран 5 минута како би се 
обавила дисоцијација нуклеопротеинског комплекса. У супернатант је додато 0.2 ml 
хлороформа на 1 ml TRIzol™ Reagent-а за лизирање и пажљиво су затворене епрувете. 
Узорци су добро промешани, инкубирани 2-3 минута на собној температури, а потом 
центрифугирани 15 минута на 12000 × g на +4°C. Након центрифугирања раздвојила су 
се три слоја, доњи црвени (фенол-хлороформ), интерфаза и безбојна горња водена фаза. 
Затим је из епрувете нагнуте под углом од 45° пипетирана горња водена фаза која је 
садржала RNA и пренета у нову епрувету. 
Садржај овог слоја је пребачен у нове епрувете у које је додато 0.5 mL 
расхлађеног изопропанола да би се обавио процес преципитације RNA. Узорци су 
лагано промешани, инкубирани 10 минута на собној температури и потом 
центрифугирани 10 минута на 12000 × g на +4оC, а затим се пипетирањем одбацио 
супернатант.  
Талог из епрувета је ресуспендован помоћу 1 mL 75% етанола на 1 mL TRIzol™, 
затим је вортексован и центрифугиран 5 минута на 7500 × g на +4°C. Након тога је 
помоћу пипете уклоњен супернатант, а потом је преостали талог сушен 5 до 10 минута 
на собној температури. Суви талог који је садржао RNA је ресуспендован у 20-50 µL 
воде која не садржи нуклеазе (Nuclease free wather, Applied Biosystems). Затим су узорци 
инкубирани у воденом купатилу на температури 55-60°C 10-15 минута. Подаци о 
концентрацији и пречишћености RNA добијени су методом спектрофотометрије, 
мерењем абсорбанце на 260/280 nm помоћу апарата Eppendorf® Biophotometer 
(Eppendorf, Hamburg, Germany).  
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3.9.2. Реверзна транскрипција RNA у комплементарну DNA  
 
Реверзна транскрипција подразумева превођење једноланчане RNA у 
комплементарну DNA (енгл. complementary DNA, cDNA). Реверзна транскрипција 
изведена је употребом High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-а (Applied 
Biosystems, Foster City, California, USA), према протоколу произвођача. Транскрипција 
је изведена на следећи начин: 10 μl узорка који садржи 2 μg укупне RNA изоловане из 
хипокампуса, инкубирано је са 10 μl главне мешавине (енгл. Master mix). Мастер микс 
је направљен на леду и састојао се из: 2 μl пуфера (RT Buffer), 0.8 μl dNTP Mix-a, 2 μl 
хексамера (Random Hexamer Primer), 1 μl реверзне транскриптазе (Multi ScribeTM 
Reverse Transcriptase) и 4.2 μl воде без нуклеазе (Nuclease-free H20). Мастер микс је 
додат у епрувете у којима се налазила RNA. Садржај епрувете је лагано промешан и 
остављен да се инкубира 10 минута на 25оC, а онда 120 минута на 37оC. Реакција је 
прекинута загревањем 5 минута на 85оC, након чега су узорци охлађени на +4оC. У ову 
сврху коришћен је Mastercycler® ep realplex (Eppendorf, Hamburg, Germany). На овај 
начин издвојена је cDNA која се користила за квантификацију експресије гена. Сви 
поступци током процеса издвајања RNA и превођења у cDNA обављени су на леду. 
 
3.9.3. Квантификација експресије гена 
  
Експресија гена од интереса је процењена методом qRT-PCR. Реакција qRT-PCR 
је обављена у Mastercycler® ep realplex апарату (Eppendorf, Hamburg, Germany), помоћу 
микротитар плоча које су имале 96 места (Twin.tec. real time PCR plates 96, Eppendorf). 
Реакциона смеша је имала волумен од 20 μl по комори, а у њен састав је улазило: 2 μl 
узорка cDNA, 10 μl  Master mix-а (Thermo Scientific Luminaris Color HiGreen qPCR 
Master Mix (2×), Applied Biosystems, Foster City, California, USA), 1.2 μl смеше парова 
прајмера за ген од интереса („forward“ и „reverse“) и 6.8 μl воде без нуклеазе. Након 
тога је на плоче залепљена оптичка адхезивна фолија (Masterclear real-time PCR Film, 
Eppendorf), и обављено је центрифугирање у трајању од 1 минута на 3000 × g, након 
чега су плоче пребачене у qRT-PCR апарат (Mastercycler® ep realplex). Реакције qRT-
PCR је обављена у складу са одређеном температурном шемом: 4 минута на 95°C, 50 
циклуса у трајању од по 15 секунди на 95°C и по 1 минут на 62°C. За процену 
специфичности PCR продукта постављени су одговарајући услови за извођење криве 
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топљења (енгл. melting curve): 15 секунди на 95°C, 15 секунди на 60°C, 20 минута 
температурног раста и затим 95°C. За процес амплификације одређених генских 
секвенци коришћене су mRNA специфичних прајмера за IL-6, TNF-α, TLR4, GABA-A 
рецепторску субјединицу α2/Gabra2, GABA-A рецепторску субјединицу α5/Gabra5, 
BDNF и β-actin као housekeeping ген (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, 
CA,USA) (Табела 1).  
 
Табела 1. Прајмери коришћени за qRT-PCR анализу. 
 Forward primer (сense) (5’3’) Reverse primer (antiense) (5’3’) 
BDNF AGCTGAGCGTGTGTGACAGT ACCCATGGGATTACACTTGG 
GABA-Aα2/Gabra2 TTGGGACGGGAAGAGTGTAG CATCCTGTCGATTTTGCTGA 
GABA-Aα5/Gabra5 GCCCTGGAAGCAGCTAAAAT CGGGACATTTTGTCGATCTT 
TLR4 CGCTTTCACCTCTGCCTTCACTACAG ACACTACCACAATAACCTTCCGGCTC 
IL-6 TCCATCCAGTTGCCTTCTTG TTCCACGATTTCCCAGAGAAC 
TNF-α CCACATCTCCCTCCAGAAAA AGGGTCTGGGCCATAGAACT 
β-actin AGCTGCGTTTTACACCCTTT AAGCCATGCCAATGTTGTCT 
 
Компаративна CТ (енгл. Cycle treсhold, CТ) метода (ΔΔ CТ) коришћена је за. процену 
релативне квантификације експресије циљног гена у односу на експресију референте 
контроле. Ниво експресије анализираних гена нормализован је у односу на ниво експресије 
гена за β-актин који је представљао референтни ген детектован у идентичном узорку. 
Узорак из контролне групе који је имао вредност која је била приближна средњој 
вредности свих узорака из контролне групе, изабран је за функцију калибратора. Завршни 
резултат је био израчунат у релативним јединицамa као N-пута (енгл. fold change) у односу 
на калибратор помоћу одговарајуће једначине:  
N узорка = 2 –ΔΔCT 
ΔΔCT = ΔCT узорка – ΔCT калибратора 
ΔCTузорка = CTузорка - CTβ-актина 
ΔCTкалибратора = CTкалибратора - CTβ-актина 
Анализа података и израчунавање релативне генске експресије се обавила према 
Livak-у и Schmittgen-у (531). 
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3.10. Статистичка анализа 
 
Подаци који су добијени у истраживању обрађивани су на следећи начин: 
1. Узимајући у обзир природу података за њихово приказивање употребљени су: 
фреквенција, проценти, узорачка средња вредност, стандардна девијација, стандардна 
грешка и 95% интервали поверења.  
2. За процену нормалности расподеле користио се Kolmogorov Smirnov и Shapiro-
Wilk-ов тест и графици: хистограм и normal QQ plot. 
3. За утврђивање разлика између група, за испитиване параметре коришћена је 
анализа варијансе (ANOVA) са одговарајућом post hoc анализом. 
 4. Модел једноставане линеарне регресије и Pearson-ов коефицијент корелaције 
користио се за анализу повезаности између параметара.  
6. Сви подаци из истраживања су обрађени помоћу статистичког пакета SPSS 
(енгл. Statistical package for the social sciences) 20.0 за Windows.
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4.1. Бихевиорални тестови  
 
4.1.1. Тест отвореног поља  
 
4.1.1.1. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на укупни пређени пут  
 
На слици 4.1. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на укупни пређени пут (cm) у тесту 
отвореног поља. У базалним условима није било статистички значајне разлике у 
вредности овог параметра локомоторне активности између WT и Gal-3-дефицијентних 
животиња. Ови резултати су указали на чињеницу да делеција гена за Gal-3 није имала 
битног утицаја на вредности укупног пређеног пута у базалним условима. Након 
примене LPS-а дошло је до статистистички значајне редукције вредности овог 
параметра локомоторне активности у обе експерименталне групе (WT и Gal-3-/-) у 




Слика 4.1. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на укупни пређени пут (cm) у тесту отвореног поља. 
Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8); 
акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). Вредности су представљене 
као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01. 
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4.1.1.2. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на  укупно време кретања  
 
На слици 4.2. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на  укупно време кретања (s) у тесту 
отвореног поља. Делеција гена за Gal-3 и акутна инфламација су довеле до значајних 
промена вредности овог параметра у одређеним експерименталним групама (F=28.284, 
df=3). Делеција гена за Gal-3 није значајно утицала на вредности овог параметра у 
базалним условима, односно није било статистички значајне разлике у вредности 
укупног времена кретања између WT и Gal-3-дефицијентних животиња. Након примене 
LPS-а забележена је статистистички значајна редукција вредности овог параметра 
локомоторне активности у обе експерименталне групе. Укупно време кретања је током 
акутне инфламације било значајно смањено и код WT и Gal-3-/- мишева у односу на 
укупно време кретања у базалним условима (p<0.01), с тим што је делеција гена за Gal-
3 ублажила ефекат акутне инфламације на редукцију вредности овог параметра. 
Постојала је и статистички значајна разлика (p<0.05) у вредностима овог параметра 




Слика 4.2. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на укупно време кретања (s) у тесту отвореног поља. 
Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8); 
акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). Вредности су представљене 
као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01. 
Докторска дисертација                                                                             Далибор Д. Стајић   
83 
 
4.1.1.3. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на укупно време проведено у централној зони  
 
На слици 4.3. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на укупно време проведено у 
централној зони (s) у тесту отвореног поља. Делеција гена за Gal-3 и акутна инфламација 
су довеле до значајних промена вредности овог параметра у одређеним експерименталним 
групама (F=11.899, df=3). У базалним условима је делеција гена за Gal-3 била праћена 
смањењем укупног времена проведеног у централној зони, а уочена је и статистички 
значајна разлика у вредности овог параметра између WT и Gal-3 дефицијентних животиња 
(p<0.05). Након примене LPS-а детектована је редукција укупног времена проведеног у 
централној зони у обе експерименталне групе, али је 24h након примене LPS-а 
статистистички значајна разлика постојала само код WT животиња у односу на базалне 




Слика 4.3. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на укупно време проведено у централној зони (s) у тесту 
отвореног поља. Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT 
(n=8) и Gal-3-/- (n=8); акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). 
Вредности су представљене као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01. 
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4.1.1.4. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на број улазака у централну зону 
 
На слици 4.4. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на број улазака у централну зону у 
тесту отвореног поља. Делеција гена за Gal-3 и акутна инфламација су довеле до 
значајних промена у вредности овог параметра (F=27.569, df = 3). У базалним условима 
је делеција гена за Gal-3 била праћена смањењем броја улазака у централну зону, а 
постојала је статистички значајна разлика у вредности овог параметра између WT и 
Gal-3-дефицијентних животиња (p<0.05). Након примене LPS-а уочена је редукција 
број улазака у централну зону у обе експерименталне групе. Забележена је статистички 
значајна разлика између вредности овог параметра током акутне инфламације и код WT 




Слика 4.4. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на број улазака у централну зону у тесту отвореног поља. 
Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8); 
акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). Вредности су представљене 
као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01. 
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4.1.1.5. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на број усправљања  
 
На слици 4.5. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на број усправљања у тесту 
отвореног поља. Делеција гена за Gal-3 није утицала на вредности овог параметра 
експлоративне активности. Није било статистички значајне разлике у вредности броја 
усправљања између WT и Gal-3 дефицијентних животиња у базалним условима. Након 
примене LPS-а дошло је до статистички значајне редукције броја усправљања у обе 




Слика 4.5. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на број усправљања у тесту отвореног поља. 
Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8); 
акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). Вредности су представљене 
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4.1.2. Тест уздигнутог крстастог лавиринта 
 
4.1.2.1. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на укупни пређени пут 
 
На слици 4.6. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на укупни пређени пут (cm) у тесту 
уздигнутог крстастог лавиринта. Делеција гена за Gal-3 и акутна инфламација су довеле 
до значајних промена у вредности овог параметра у одређеним експерименталним групама 
(F=15.716, df=3). У базалним условима делеција гена за Gal-3 је довела до редукције 
вредности овог параметра, али није било статистички значајне разлике у локомоторној 
активности између WT и Gal-3 дефицијентних животиња. Након примене LPS-а дошло је 
до смањења вредности укупног пређеног пута и код WT и код Gal-3-/- мишева у односу на 
вредности у базалним условима, међутим промена вредности овог параметра је била 
статистички значајна само код WT животиња (р<0.01). Делеција гена за Gal-3 била је 
праћена слабијом редукцијом локомоторне активности након примене LPS-a у поређењу са 
редукцијом активности код WT животиња. Забележена је статистички значајна разлика у 




Слика 4.6. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на укупни пређени пут (cm) у тесту уздигнутог крстастог 
лавиринта. Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT (n=8) и 
Gal-3-/- (n=8); акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). Вредности су 
представљене као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01. 
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4.1.2.2. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на укупно време кретања  
 
На слици 4.7. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на  укупно време кретања (s) у тесту 
уздигнутог крстастог лавиринта. Делеција гена за Gal-3 и акутна инфламација су довеле 
до значајних промена вредности овог параметра у одређеним експерименталним групама 
(F=15.533, df=3). У базалним условима је делеција гена за Gal-3 довела до редукције 
вредности овог параметра, међутим није забележена статистички значајна разлика у 
укупном времену кретања између WT и Gal-3-дефицијентних животиња. Укупно време 
кретања је током акутне инфламације било смањено и код WT и Gal-3-/- мишева у односу 
на  базалне услове, али је након примене LPS-а забележена значајна редукција вредности 
овог параметра локомоторне активности само код WT мишева (p<0.01). Током акутне 
инфламације је постојала и статистички значајна разлика (p<0.01) у вредностима овог 
параметра локомоторне активности између WT и Gal-3-/- мишева, при чему је код Gal-3-




Слика 4.7. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на укупно време кретања (s) у тесту уздигнутог крстастог 
лавиринта. Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT (n=8) и 
Gal-3-/- (n=8); акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). Вредности су 
представљене као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01. 
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4.1.2.3. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на укупно време проведено у отвореним крацима  
 
На слици 4.8. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на укупно време проведено у 
отвореним крацима у тесту уздигнутог крстастог лавиринта (s). Делеција гена за Gal-3 и 
акутна инфламација су довеле до значајних промена вредности овог параметра у одређеним 
експерименталним групама (F=7.27, df=3). У базалним условима је делеција гена за Gal-3 
била праћена смањењем вредности овог параметра. Забележена  је статистички значајна 
разлика у укупном времену проведеном у отвореним крацима између WT и Gal-3-
дефицијентних животиња у базалним условима (p<0.05). Код WT животиња је након 
примене LPS-а уочена значајна редукција вредности овог параметра (p<0.01) у односу на 
базалне услове. С друге стране, код Gal-3 дефицијентних животиња је након примене 
LPS-а дошло до повећања вредности овог параметра, али разлика није била статистички 




Слика 4.8. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на укупно време проведено у отвореним крацима (s) у тесту 
уздигнутог крстастог лавиринта. Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): 
базални услови, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8); акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и 
Gal-3-/- (n=8). Вредности су представљене као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01. 
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4.1.2.4. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на број улазака у отворене краке  
 
На слици 4.9. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на број улазака у отворене краке у 
тесту уздигнутог крстастог лавиринта (s). Делеција гена за Gal-3 и акутна инфламација 
су довеле до значајних промена вредности овог параметра у одређеним експерименталним 
групама (F=10.658, df=3). У базалним условима је код Gal-3-/- мишева постојала 
статистички значајно израженија редукција вредности овог параметра у односу на WT 
мишеве (p<0.05). Код WT животиња је након примене LPS-а дошло до значајне редукције 
вредности овог параметра у односу на базалне услове (p<0.01). Насупрот овоме, код Gal-
3 дефицијентних животиња је након примене LPS-а забележена већа вредности овог 
параметра у односу на базалне услове, али разлика није била статистички значајна. Током 
акутне инфламацијe  постојала је статистички значајна разлика у броју улазака у отворене 




Слика 4.9. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на број улазака у отворене краке у тесту уздигнутог 
крстастог лавиринта. Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, 
WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8); акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). 
Вредности су представљене као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01. 
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4.1.2.5. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на број епизода укупне експлоративне активности  
 
На слици 4.10. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на број епизода укупне 
експлоративне активности у тесту уздигнутог крстастог лавиринта. Делеција гена за 
Gal-3 и акутна инфламација су довеле до значајних промена вредности овог параметра у 
одређеним експерименталним групама (F=27.082, df=3). Број епизода укупне 
експлоративне активности представља збир броја усправљања, који се углавном бележи у 
затвореним крацима и броја нагињања животиње, који се може запазити само у отвореним 
крацима. У базалним условима је код Gal-3 мишева постојала статистички значајно 
израженија редукција вредности овог параметра у односу на WT мишеве (p<0.01). За 
разлику од WT животиња, Gal-3-/- мишеви нису показали значајно смањење 
експлоративне активности 24 часа након примене LPS-a у односу на базалне услове. 
Код Gal-3-/- мишева су се одржале вредности приближне базалним вредностима, које 
су значајно биле веће од вредности забележених код WT животиња 24h након примене 




Слика 4.10. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на број епизода укупне експлоративне активности у тесту 
уздигнутог крстастог лавиринта. Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): 
базални услови, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8); акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и 
Gal-3-/- (n=8). Вредности су представљене као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01.
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4.1.3. Тест качења за реп 
 
4.1.3.1. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на време до појаве прве имобилности  
 
На слици 4.11. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на време до појаве прве имобилности 
(s) у тесту качења за реп. У базалним условима је код Gal-3 дефицијентних мишева 
забележено статистички значајно дуже време до појаве прве имобилности у односу на WT 
мишеве (F=14.636, df=3, p<0.01). Након примене LPS-а дошло је до смањења вредности 
овог параметра у обе експерименталне групе (WT и Gal-3-/-) у односу на вредности у 




Слика 4.11. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на време до појаве прве имобилности (s) у тесту качења за 
реп. Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT (n=8) и Gal-3-/- 
(n=8); акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). Вредности су 
представљене као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01. 
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4.1.3.2. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на број епизода имобилности  
 
На слици 4.12. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на број епизода имобилности у тесту 
качења за реп. Делеција гена за Gal-3 и акутна инфламација нису довеле до значајних 
промена вредности овог параметра (F=5.675, df=3). У базалним условима су Gal-3 
дефицијентни мишеви имали мањи број епизода имобилности у односу на WT мишеве, 
али није постојала статистички значајна разлика. Током акутне инфламације дошло је до 
повећања броја епизода имобилности и код WT и код Gal-3 дефицијентних мишева, али у 




Слика 4.12. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на број епизода имобилности у тесту качења за реп. 
Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8); 
акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). Вредности су представљене 
као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01. 
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4.1.3.3. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на укупно време имобилности  
 
На слици 4.13. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на укупно време имобилности (s) у 
тесту качења за реп. Делеција гена за Gal-3 и акутна инфламација довели су до 
значајних промена у вредности овог параметра (F=21.384, df=3).  У базалним условима је 
код Gal-3 дефицијентних мишева забележено статистички значајно краће трајање 
имобилности у односу на WT мишеве (p<0.01). Након примене LPS-а дошло је до 
статистистички значајног продужења укупног времена имобилности у обе 
експерименталне групе (WT и Gal-3-/-) у односу на вредности у базалним условима (p<0.05 




Слика 4.13. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на укупно време имобилности (s) у тесту качења за реп. 
Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8); 
акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). Вредности су представљене 
као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01. 
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4.1.3.4. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на просечно трајање епизоде имобилности  
 
На слици 4.14. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на просечно трајање епизоде 
имобилности (s) у тесту качења за реп. Делеција гена за Gal-3 и акутна инфламација нису 
довеле до значајних промена вредности овог параметра (F=0.66, df=3). У базалним 
условима је вредност просечног трајања епизоде имобилности код Gal-3 дефицијентних 
мишева била слична вредности овог параметра код WT мишева. Током акутне 
инфламације код WT животиња је забележена мања вредност овог параметра, док је 
код Gal-3 дефицијентних животиња дошло до повећања вредности овог параметра, али 





Слика 4.14. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на просечно трајање епизоде имобилности (s) у тесту качења 
за реп. Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT (n=8) и Gal-3-
/- (n=8); акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). Вредности су 
представљене као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01. 
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4.2. Имунохистохемијска испитивања – анализа броја и 
дистрибуције BDNF-имунореактивних неурона у хипокампусу  
 
4.2.1. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на број BDNF-имунореактивних неурона у CA1 региону 
хипокампуса  
 
На сликама 4.15. и 4.16. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне 
инфламације индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на промене у броју 
BDNF-имунореактивних неурона у CA1 региону хипокампуса. Делеција гена за Gal-3  је 
довела до значајних промена вредности овог параметра у базалним условима (F=3.923, 
df=3). Gal-3 дефицијентни мишеви су имали мањи број BDNF-имунореактивних 
неурона у СА1 региону хипокампуса у поређењу са WT животињама у базалним 
условима (р<0.05). Током акутне инфламације код WT мишева дошло је до смањења, 
док је код Gal-3 дефицијентних мишева дошло до повећања броја BDNF-
имунореактивних неурона у СА1 региону хипокампуса, међутим ове промене нису 




Слика 4.15. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на број BDNF-имунореактивних неурона у CA1 региону 
хипокампуса. Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT (n=8) 
и Gal-3-/- (n=8); акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). Вредности су 
представљене као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01. 





Сликa 4.16. Имунохистохемијска експресија BDNF-имунореактивних неурона у CA1 
региону хипокампуса мишева. На слици су представљени појединачни BDNF-позитивни неурони из 
CA1 региона хипокампуса (са одговарајућим увеличањем). Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- 
мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT и Gal-3-/- мишеви; акутна инфламација, 24h након примене 
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4.2.2. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на број BDNF-имунореактивних неурона у CA2/3 региону 
хипокампуса  
 
На сликама 4.17. и 4.18. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне 
инфламације индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на промене у броју 
BDNF-имунореактивних неурона у CA2/3 региону хипокампуса. Смањење броја BDNF-
имунореактивних неурона код Gal-3 дефицијентних мишева у базалним условима није 
било значајно у односу на WT мишеве. Акутна инфламација индукована LPS-ом 
значајно је смањила број BDNF-имунореактивних неурона у СА2/3 хипокампалном 




Слика 4.17. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на број BDNF-имунореактивних неурона у CA2/3 региону 
хипокампуса. Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT (n=8) 
и Gal-3-/- (n=8); акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). Вредности су 
представљене као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01. 
 





Сликa 4.18. Имунохистохемијска експресија BDNF-имунореактивних неурона у CA2/3 
региону хипокампуса мишева. На слици су представљени појединачни BDNF-позитивни неурони из 
CA2/3 региона хипокампуса (са одговарајућим увеличањем). Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- 
мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT и Gal-3-/- мишеви; акутна инфламација, 24h након примене 
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4.2.3. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на број BDNF-имунореактивних неурона у DG региону хипокампуса  
 
На сликама 4.19. и 4.20. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне 
инфламације индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на промене у броју 
BDNF-имунореактивних неурона у DG региону хипокампуса. У базалним условима је 
код Gal-3 дефицијентних мишева детектован мањи број BDNF-имунореактивних 
неурона у односу на WT мишеве, али ова разлика у имунореактивности није била 
статистички значајна. Акутна инфламација индукована LPS-ом je довела до редукције 
броја BDNF-имунореактивних неурона у DG региону и код WT и код Gal-3 
дефицијентних животиња, међутим статистички значајна разлика у односу на базалне 




Слика 4.19. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на број BDNF-имунореактивних неурона у DG региону 
хипокампуса. Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT (n=8) 
и Gal-3-/- (n=8); акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). Вредности су 
представљене као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01. 





Сликa 4.20. Имунохистохемијска експресија BDNF-имунореактивних неурона у DG 
региону хипокампуса мишева. На слици су представљени појединачни BDNF-позитивни неурони из 
DG региона хипокампуса (са одговарајућим увеличањем). Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- 
мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT и Gal-3-/- мишеви; акутна инфламација, 24h након примене 
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4.2.4. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на укупан број BDNF-имунореактивних неурона у хипокампусу  
 
На слици 4.21. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на укупан број BDNF-
имунореактивних неурона у хипокампусу. Делеција гена за Gal-3  и акутна 
инфламација су довеле до значајних промена укупног броја BDNF-имунореактивних 
неурона у одређеним групама (F=38.323, df=3). У базалним условима је укупан број 
BDNF-имунореактивних неурона био значајно мањи у поређењу са WT мишевима 
(p<0.01). Укупан број BDNF-имунореактивних неурона на пресеку хипокампуса је био 
значајно смањен 24 сата након примене LPS-а и код WT животиња и код Gal-3 
дефицијентних мишева у односу на базалне услове (p<0.01 и p<0.05), али је делеција 




Слика 4.21. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на укупан број BDNF-имунореактивних неурона у 
хипокампусу. Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT (n=8) 
и Gal-3-/- (n=8); акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). Вредности су 
представљене као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01. 
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4.3. Експресија гена за BDNF, GABA-AR2S, GABA-AR5S, TLR4 и 
цитокине у ткиву хипокампуса (резултати qRT-PCR-а) 
 
4.3.1. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на експресију гена за BDNF у хипокампусу 
 
На слици 4.22. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на експресију гена за BDNF у 
хипокампусу. Делеција гена за Gal-3 и акутна инфламација су довеле до значајних 
промена експресије гена за BDNF у одређеним експерименталним групама (F=9.702, 
df=3). Дефицијенција Gal-3 је у базалним условима била праћена значајно нижом 
експресијом BDNF-а у односу на WT животиње (р<0.01). Акутна инфламација 
индукована LPS-ом условила је значајно смањење експресије гене за BDNF у 
хипокампусу код WT мишева у односу на базалне услове (р<0.01), док је код Gal-3-/- 




Слика 4.22. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на релативну експресију гена за BDNF у хипокампусу 
мишева. Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT (n=8) и Gal-
3-/- (n=8); акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). Вредности су 
представљене као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01. 
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4.3.2. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на експресију гена за GABA-AR2S у хипокампусу 
 
На слици 4.23. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на експресију гена за GABA-AR2S у 
хипокампусу. Делеција гена за Gal-3 и акутна инфламација су довеле до значајних 
промена у хипокампалној експресији гена за GABA-AR2S у одређеним 
експерименталним групама (F=9.397, df=3). У базалним условима је код Gal-3 
дефицијентних мишева експресија гена за GABA-АR2S била значајно смањена у 
поређењу са WT животињама (p<0.01). Акутна инфламација индукована применом 
LPS-а је код WT животиња била праћена значајним смањењем експресије гена за 
GABA-АR2S у односу на базалне услове (p<0.05), док код Gal-3 дефицијентних 
животиња није забележена значајна разлика у експресији гена за GABA-АR2S у односу 




Слика 4.23. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на релативну експресију гена за GABA-AR2S у хипокампусу 
мишева. Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT (n=8) и Gal-
3-/- (n=8); акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). Вредности су 
представљене као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01. 
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4.3.3 Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на експресију гена за GABA-AR5S у хипокампусу 
 
На слици 4.24. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на експресију гена за GABA-AR5S у 
хипокампусу. Делеција гена за Gal-3 и акутна инфламација су довеле до значајних 
промена у хипокампалној експресији гена за GABA-AR5S у одређеним 
експерименталним групама (F=25.462, df=3). У базалним условима је делеција гена за 
Gal-3 изазавала значајно смањење GABA-АR5S у односу на WT мишеве (p<0.01). 
Повећање експресије гена за GABA-АR5S, индуковано применом LPS-а, забележено је 
и код Gal-3-дефицијентних и код WT мишева, али је у односу на базалне услове ово 




Слика 4.24. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на релативну експресију гена за GABA-AR5S у хипокампусу 
мишева. Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT (n=8) и Gal-
3-/- (n=8); акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). Вредности су 
представљене као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01. 
Докторска дисертација                                                                             Далибор Д. Стајић   
105 
 
4.3.4. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на експресију гена за TLR4 у хипокампусу 
 
На слици 4.25. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на експресију гена за TLR4 у 
хипокампусу. Делеција гена за Gal-3 и акутна инфламација су довеле до значајних 
промена у хипокампалној експресији гена за TLR4 у одређеним експерименталним 
групама (F=21.626, df=3). Делеција гена за Gal-3 није утицала на хипокампалну 
експресију гена за TLR4 у базалним условима. Насупрот овоме, након примене LPS-а и 
код WT и код Gal-3 дефицијентних мишева потврђено је значајно повећање експресије 
гена за  TLR4 у односу на базалне услове (p<0.01). Међутим, повећање експресије гена 
за TLR4 индуковано применом LPS-а је било значајно мање код Gal-3 дефицијентних у 




Слика 4.25. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на релативну експресију гена за TLR4 у хипокампусу 
мишева. Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT (n=8) и Gal-
3-/- (n=8); акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). Вредности су 
представљене као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01. 
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4.3.5. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на експресију гена за IL-6 у хипокампусу 
 
На слици 4.26. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на експресију гена за IL-6  у 
хипокампусу. Делеција гена за Gal-3 и акутна инфламација су довеле до значајних 
промена у хипокампалној експресији гена за IL-6 у одређеним експерименталним 
групама (F=20.585, df=3). У базалним условима је експресија гена за IL-6 у 
хипокампусу била знатно нижа код Gal-3-дефицијентних мишева у поређењу са WT 
животињама (p<0.05). Током акутне инфламације је експресија гена за IL-6 била 
повећана и код WT и код Gal-3-дефицијентних животиња, али је статистички значајна 
разлика у односу на базалне услове постојала само код WT мишева (p<0.01). 
Забележена је значајно мања експресија гена за IL-6 код Gal-3-/- у поређењу са WT 




Слика 4.26. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на релативну експресију гена за IL-6 у хипокампусу 
мишева. Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT (n=8) и Gal-
3-/- (n=8); акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). Вредности су 
представљене као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01. 
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4.3.6. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на експресију гена за TNF-α у хипокампусу 
 
На слици 4.27. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на експресију гена за TNF-α у 
хипокампусу. Делеција гена за Gal-3 и акутна инфламација су довеле до значајних 
промена у хипокампалној експресији гена за TNF-α у одређеним експерименталним 
групама (F=75.973, df=3). У базалним условима је делеција гена за Gal-3 довела до 
редукције експресије гена за TNF-α, али ова промена у односу на вредности код WT 
мишева није била статистички значајна. Значајно повећање експресије гена за TNF-α у 
хипокампусу је примећено и код WT и код Gal-3 дефицијентних мишева 24 сата након 
примене LPS-a, у односу на базалне услове (p<0.01). Током акутне инфламације је 
забележена статистички значајно мања вредност овог цитокина код Gal-3-/- у односу на 




Слика 4.27. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на релативну експресију гена за TNF-α у хипокампусу 
мишева. Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT (n=8) и Gal-
3-/- (n=8); акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). Вредности су 
представљене као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01. 
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4.4. Испитивања концентрације цитокина у ткиву хипокампуса 
(резултати ELISA теста) 
 
4.4.1. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на концентрацију IL-6  у хипокампусу 
 
На слици 4.28. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на концентрацију IL-6 у 
хипокампусу. Делеција гена за Gal-3 и акутна инфламација су довеле до значајних 
промена хипокампалних концентрација IL-6 у одређеним експерименталним групама 
(F=37.791, df=3). У базалним условима је концентрација IL-6 у хипокампусу мишева 
била значајно нижа код Gal-3 дефицијентних мишева у поређењу са WT животињама 
(p<0.01). Међутим, 24 сата након примене LPS-а хипокампални садржај IL-6 је у односу 
на базалне услове значајно био повећан у групи WT животиња (p<0.01), док код Gal-3-/- 
животиња није било значајне промене. Током акутне инфламације је хипокампални 





Слика 4.28. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на концентрацију IL-6 у хипокампусу мишева. 
Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8); 
акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). Вредности су представљене 
као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.0 
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4.4.2. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
LPS-ом на концентрацију TNF-α у хипокампусу 
 
На слици 4.29. су приказани ефекти делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане интраперитонеалном применом LPS-а на концентрацију TNF-α у 
хипокампусу. Делеција гена за Gal-3 и акутна инфламација су довеле до значајних 
промена хипокампалних концентрација TNF-α у одређеним експерименталним групама 
(F=164.476, df=3). У базалним условима није постојала статистички значајна разлика у 
вредностима хипокампалне концентрације TNF-α између Gal-3 дефицијентних и WT 
мишева. Значајно повећање концентрације TNF-α у хипокампусу је 24 сата након 
примене LPS-a, у односу на базалне услове, примећено и код WT и Gal-3-
дефицијентних мишева (p<0.01), с тим што је ово повећање било израженије код WT 
мишева. Током акутне инфламације забележена је значајно мања концентрација TNF-α 




Слика 4.29. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
интраперитонеалном применом LPS-а на концентрацију TNF-α у хипокампусу мишева. 
Експерименталне групе (WT и Gal-3-/- мишеви, соја C57BL/6): базални услови, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8); 
акутна инфламација, 24h након примене LPS-а, WT (n=8) и Gal-3-/- (n=8). Вредности су представљене 
као X̄±SEM, * p<0.05, ** p<0.01. 
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4.5. Анализа међусобне повезаности експресије гена за GABA-
AR2S, GABA-AR5S, BDNF и цитокине у хипокампусу и параметара 
добијених у бихевиоралним тестовима  
 
4.5.1. Анализа међусобне повезаности експресије гена за IL-6 и BDNF 
у хипокампусу 
 
На слици 4.30. је приказана међусобна повезаност хипокампалне експресије гена 
за IL-6 и BDNF у базалним условима. Анализом је потврђено да у базалним условима 
постоји јака, позитивна корелација између експресије гена за IL-6 и BDNF у 




Слика 4.30. Анализа међусобне повезаности релативне експресије гена за IL-6 и BDNF у 
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На слици 4.31. је приказана међусобна повезаност експресије гена за IL-6 и 
BDNF у хипокампусу 24h након примене LPS-a (акутна инфламација). Анализом је 
потврђено да током акутне инфламације постоји јака, негативна корелација између 




Слика 4.31. Анализа међусобне повезаности релативне експресије гена за IL-6 и BDNF у 











Докторска дисертација                                                                             Далибор Д. Стајић   
112 
 
4.5.2. Анализа међусобне повезаности експресије гена за TNF-α и 
BDNF у хипокампусу 
 
На слици 4.32. је приказана међусобна повезаност хипокампалне експресије гена 
за TNF-α и BDNF у базалним условима. Анализом је потврђено да у базалним условима 
постоји јака, позитивна корелација између експресије гена за TNF-α и BDNF у 




Слика 4.32. Анализа међусобне повезаности релативне експресије гена за TNF-α и BDNF у 
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На слици 4.33. је приказана међусобна повезаност експресије гена за TNF-α и 
BDNF у хипокампусу 24h након примене LPS-a (акутна инфламација). Анализом је 
потврђено да током акутне инфламације постоји јака, негативна корелација између 




Слика 4.33. Анализа међусобне повезаности релативне експресије гена за TNF-α и BDNF у 
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4.5.3. Анализа међусобне повезаности експресије гена за BDNF и 
GABA-AR2S у хипокампусу 
 
На слици 4.34. је приказана међусобна повезаност хипокампалне експресије гена 
за BDNF и GABA-AR2S у базалним условима. Анализа је показала да у базалним 
условима постоји јака, позитивна корелација између генске експресије BDNF-а и 




Слика 4.34. Анализа међусобне повезаности релативне експресије гена за BDNF и GABA-
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На слици 4.35. је приказана међусобна повезаност хипокампалне експресије гена 
за BDNF и GABA-AR2S 24h након примене LPS-a (акутна инфламација). Анализа је 
показала да током акутне инфламације постоји јака, позитивна корелација између 




Слика 4.35. Анализа међусобне повезаности релативне експресије гена за BDNF и GABA-
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4.5.4. Анализа међусобне повезаности експресије гена за BDNF и 
GABA-AR5S у хипокампусу 
 
На слици 4.36. је приказана међусобна повезаност хипокампалне експресије гена 
за BDNF и GABA-AR5S у базалним условима. Анализа је показала да у базалним 
условима постоји јака, позитивна корелација између експресије гена за BDNF и GABA-




Слика 4.36. Анализа међусобне повезаности релативне експресије гена за BDNF и GABA-
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На слици 4.37. је приказана међусобна повезаност експресије гена за BDNF и 
GABA-AR5S у хипокампусу 24h након примене LPS-a (акутна инфламација). Анализа 
је показала да током акутне инфламације постоји јака, позитивна корелација између 




Слика 4.37. Анализа међусобне повезаности релативне експресије гена за BDNF и GABA-
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4.5.5. Анализа међусобне повезаности експресије гена за GABA-AR2S 
у хипокампусу и укупног времена проведеног у централној зони у тесту 
отвореног поља  
 
На слици 4.38. је приказана међусобна повезаност експресије гена за GABA-
AR2S у хипокампусу и укупног времена проведеног у централној зони (s) у тесту 
отвореног поља (директни индикатор за процену степена анксиозности) у базалним 
условима. Анализа је показала да у базалним условима постоји јака, позитивна 
корелација између експресије гена за GABA-AR2S у хипокампусу и укупног времена 




Слика 4.38. Анализа међусобне повезаности релативне експресије гена за GABA-AR2S у 
хипокампусу и укупног времена проведеног у централној зони (s) у тесту отвореног поља код WT и 
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На слици 4.39. је приказана међусобна повезаност експресије гена за GABA-
AR2S у хипокампусу и укупног времена проведеног у централној зони (s) у тесту 
отвореног поља 24h након примене LPS-a (акутна инфламација). Анализом је утврђено 
да у току акутне инфламације постоји јака, позитивна корелација између експресије 
гена за GABA-AR2S у хипокампусу и укупног времена проведеног у централној зони 




Слика 4.39. Анализа међусобне повезаности релативне експресије гена за GABA-AR2S у 
хипокампусу и укупног времена проведеног у централној зони (s)  у тесту отвореног поља код WT 
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4.5.6. Анализа међусобне повезаности експресије гена за GABA-AR5S 
у хипокампусу и укупног времена проведеног у отвореним крацима у тесту 
уздигнутог крстастог лавиринта  
 
На слици 4.40. је приказана међусобна повезаност експресије гена за GABA-
AR5S у хипокампусу и укупног времена проведеног у отвореним крацима (s) у тесту 
уздигнутог крстастог лавиринта (директни индикатор за процену степена 
анксиозности) у базалним условима. Анализа је показала да у базалним условима 
постоји јака, позитивна корелација између експресије гена за GABA-AR5S у 




Слика 4.40. Анализа међусобне повезаности хипокампалне релативне експресије гена за 
GABA-AR5S у хипокампусу и укупног времена проведеног у отвореним крацима (s) у тесту 
уздигнутог крстастог лавиринта код WT и Gal-3-/- мишева (n=16) (базални услови). 
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На слици 4.41. је приказана међусобна повезаност експресије гена за GABA-
AR5S у хипокампусу и укупног времена проведеног у отвореним крацима (s) у тесту 
уздигнутог крстастог лавиринта 24h након примене LPS-a (акутна инфламација). 
Анализа је показала да током акутне инфламације постоји јака, позитивна корелација 
између експресије гена за GABA-AR5S у хипокампусу и укупног времена проведеног у 




Слика 4.41. Анализа међусобне повезаности релативне експресије гена за GABA-AR5S у 
хипокампусу и укупног времена проведеног у отвореним крацима (s) у тесту уздигнутог крстастог 
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4.5.7. Анализа међусобне повезаности експресије гена за GABA-AR5S 
у хипокампусу и укупног времена имобилности у тесту качења за реп 
 
На слици 4.42. је приказана међусобна повезаност експресије гена за GABA-
AR5S у хипокампусу и укупног времена имобилности (s) у тесту качења за реп 
(индикатор степена депресивности) у базалним условима. Анализа је показала да је у 
базалним условима постојала негативна корелација између експресије гена за GABA-
AR5S у хипокампусу и укупног времена имобилности, али ова корелација није била 




Слика 4.42. Анализа међусобне повезаности релативне експресије гена за GABA-AR5S у 
хипокампусу и укупног времена имобилности (s) у тесту качења за реп закод WT и Gal-3-/- мишева 
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На слици 4.43. је приказана међусобна повезаност експресије гена за GABA-
AR5S у хипокампусу и укупног времена имобилности (s) у тесту качења за реп, 24h 
након примене LPS-a (акутна инфламација). Анализа је показала да током акутне 
инфламације постоји јака, негативна корелација између експресије гена за GABA-AR5S 




Слика 4.43. Анализа међусобне повезаности релативне експресије гена за GABA-AR5S у 
хипокампусу и укупног времена имобилности (s) у тесту качења за реп код WT и Gal-3-/- мишева 


































Анксиозни и депресивни поремећаји су једни од најчешћих менталних 
поремећаја и представљају групу обољења од изузетног јавноздравственог значаја (3, 
57). Код 50-60% пацијената, ови поремећаји се јављају удружено, што указује на 
чињеницу да се у основи њиховог настанка налазе слични етиолошки фактори (107, 
280). Истраживања су потврдила велики значај поремећаја одређених 
неуротрансмитера и неуропептида у настанку анксиозности и депресије. Доказано је да 
у настанку ових поремећаја битну улогу има дисфункција норадренергичког, 
серотонергичког, допаминергичког, глутаматергичког, холинергичког и GABAергичког 
система (39-42, 127). У настанку ових поремећаја потврђен је и велики значај 
кортикотропин-ослобађајућег фактора, BDNF-а и проинфламацијских цитокина (43, 46, 
125). С обзиром на мултикаузалност и комплексност поремећаја понашања, неопходна 
су константна истраживања, како би се открили нови фактори који могу допринети још 
бољем разјашњавању настанка анксиозности и депресије. Недавна истраживања су 
показала да молекул Gal-3 има битне улоге у функционисању и сазревању CNS-а (465, 
467, 468). Утврђен је значај Gal-3 код мождане исхемије, прионских, дегенеративних и 
демијелинизујућих болести CNS-а (472, 480, 498, 499, 509). Посебно су интересантни 
подаци студија, који указују на могућу повезеност делеције гена за Gal-3 са 
поремећајима у понашању (464, 493, 516). Досадашњим истраживањима је испитиван 
ефекат делеције гена за Gal-3 на понашање у одређеним патофизиолошким стањима 
или на понашње животиња у кавезу. Међутим, још увек није спроведена студија која би 
омогућила прецизније дефинисање могуће улоге Gal-3 у регулацији понашања под 
физиолошким условима, помоћу комбинације одговарајућих стандардизованих тестова 
за анализу понашања на анималним моделима и одређених параметара за процену 
анксиозности и депресивности у мозгу, који би омогућили потврду ефеката добијених 
бихевиоралним тестовима. Иако је познато да Gal-3 поспешује неуроинфламацију 
индуковану LPS-ом, до сада није спроведено истраживање којим би се утврдио 
последични ефекат на понашање код Gal-3-/- мишева. У циљу јасније процене 
бихевиоралних ефеката Gal-3, у овом истраживању је испитано понашање животиња у 
базалним условима и током акутне неуроинфламације индуковане једнократном 
применом LPS-а. Поред тога, у нашој студији је испитивана повезаност делеције гена за 
Gal-3, параметара тестова понашања и промена експресије рецептора неуротрансмитера 
и можданог неуротрофног фактора раста, одговорних за контролу понашања, као и 
концентрације проинфламацијских цитокина у хипокампусу. Наше истраживање је 
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спроведено на анималним моделима који омогућавају поуздану процену степена 
анксиозности и депресивности. Бихевиорални тестови су обављени у контролисаним 
експерименталним условима, што је омогућило добијање параметара на основу којих се 
прецизно могао одредити степен анксиозности и депресивности експерименталних 
животиња. 
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5.1. Утицај делеције гена за Gal-3 на понашање у базалним 
условима 
 
Још увек не постоји довољно података о експресији Gal-3 и улогама у мозгу у 
базалним условима. До сада је утврђено да се Gal-3 експримира у субпопулацији 
ганглијских неурона дорзалног корена кичмене мождине, микроглији и другим 
потпорним ћелијама нервног система (462-465). Утврђено је да Gal-3, пореклом из 
глијалних ћелија CNS-a, учествује у процесу мијелинизације (464). Gal-3 се 
конститутивно експримира у одређеним врстама ћелија у субвентрикуларној зони и 
има битну улогу у миграцији неуробласта током развоја CNS-а (465). Потврђено је и да 
се Gal-3 експримира у CA1 региону хипокампуса и да учествује у негативној 
регулацији формирања меморије у хипокампусу (466). Gal-3 такође стимулише 
адхезију неурона и раст неурита и има важну улогу у модулацији екстрацелуларног 
матрикса и функционисању неуронских синапси (467, 468). Узимајући у обзир 
функције које овај молекул има у нервном систему, основни циљ нашег истраживања је 
био утврђивање улоге Gal-3 у бихевиоралним процесима. 
 
5.1.1. Утицај делеције гена за Gal-3 на резултате бихевиоралних 
тестова за процену степена анксиозности у базалним условима 
 
Поуздани параметри који служе за процену степена анксиозности у 
истраживањима на анималним моделима се могу добити помоћу  теста отвореног поља 
и уздигнутог крстастог лавиринта (532, 533). У нашем истраживању је у базалним 
условима делеција гена за Gal-3 показала јасан анксиогени ефекат, који је потврђен 
главним индикаторима анксиозности, добијеним у тестовима отвореног поља и 
уздигнутог крстастог лавиринта. У тесту отвореног поља у базалним условима се 
повећан степен анксиозности Gal-3-/- мишева манифестовао значајним смањењем оба 
директна параметра анксиозности (укупног времена проведеног у централној зони и 
броја улазака у централну зону) (слике 4.3. и 4.4.) у поређењу са WT животињама. 
Параметри добијени у тесту уздигнутог крстастог лавиринта су показали још 
очигледније разлике у понашању између Gal-3 дефицијентних и WT мишева у 
базалним условима. Код Gal-3-/- мишева је, у базалним условима, примећено значајно 
смањење оба главна параметра за процену анксиозности у тесту уздигнутог крстастог 
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лавиринта (укупног времена проведеног у отвореним крацима и броја улазака у 
отворене краке), у односу на  WT животиње (слике 4.8. и 4.9.). Ово значајно смањење 
главних параметара анксиозности теста уздигнутог крстастог лавиринта потврдило је 
повишен степен анксиозности код Gal-3-/- мишева у базалним условима, који је 
детектован у тесту отвореног поља. 
Главни анксиогени утицај дефицијенције Gal-3 који је квантификован помоћу 
главних индикатора анксиозности у тесту отвореног поља и тесту уздигнутог крстастог 
лавиринта је додатно потврђен променама експлоративне активности. Пошто је у 
претходним истраживањима, на основу одређених параметара добијених у различитим 
тестовима понашања, утврђено да анксиозност значајно утиче на експлоративну 
активност, она се може сматрати значајним индиректним индикатором анксиозности 
(534). У нашем истраживању је повишен степен анксиозности код Gal-3-/- мишева у 
базалним условима потврђен и на основу вредности параметара експлоративнае 
активности теста уздигнутог крстастог лавиринта (слика 4.10.). Повећање степена 
анксиозности се код Gal-3 дефицијентних животиња манифестовало значајним 
смањењем броја епизода укупне експлоративне активностиу у поређењу са WT 
мишевима. 
У базалним условима је у тесту отвореног поља и уздигнутог крстастог 
лавиринта уочена редукција локомоторне активности код Gal-3-/- мишева. С обзиром 
на то да су Prut и Belzung показали да промене у локомоторној активности могу 
служити за процену анксиозности (96), смањење локомоторне активности Gal-3 
дефицијентних животиња такође се могло сматрати индиректном потврдом 
анксиогених ефеката делеције гена за Gal-3. Смањење локомоторне активности код 
Gal-3-дефицијентних животиња које је установљено у тесту отвореног поља и тесту 
уздигнутог крстастог лавиринта у базалним условима у сагласности је са недавним 
резултатима, на основу којих је такође утврђена смањена локомоторна активност код 
мишева са делецијом гена за Gal-3 (516). У студији коју су спровели Chaudoin и 
Bonasera коришћени су Gal-3-/- и WT мишеви соја C57BL/6J,  две старосне групе, 2-3 и 
 6-7 месеци (516). Ови истраживачи су употребили апаратуру за праћење понашања 
животиња и испитивали су узимање хране и воде, као и кретање животиња на основу 
чега су процењени свакодневни обрасци понашања. У обе старосне групе Gal-3-/- 
мишеви су показали мању локомоторну активност у поређењу са контролама дивљег 
соја. Примећен је и поремећај бихевиоралних циркадијарних ритмова код Gal-3-/- 
мишева у обе старосне групе. Gal-3-/- мишеви су испољавали већу варијабилност у 
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свакодневном храњењу, узимању воде и кретању у поређењу са дивљим сојем. Ови 
резултати су указали на битну улогу Gal-3 у развоју структура централног нервног 
система и контроли локомоторне активности. С обзиром да се до ових резултата није 
дошло помоћу комбинације више стандардизованих тестова понашања, већ само на 
основу посматрања понашања животиња у кавезу, била су потребна даља истраживања 
како би се утврдила улога Gal-3 на локомоторну активност.  
 Pasquini и сарадници су истраживали утицај Gal-3-/- на процес мијелинизације, 
а у истраживању су користили Gal-3-/- и WT мишеве старости 9-13 недеља (464). 
Бихевиорални тест за процену анксиозности показао је да су Gal-3-/- мишеви испољили 
мањи степен анксиозности у односу на одговарајуће WT мишеве. У њиховом 
истраживању су у тесту крстастог лавиринта Gal-3-/- мишеви имали статистички 
значајно већи проценет улазака у отворене краке и проценат времена проведеног у 
отвореним крацима у односу на WT мишеве, док делеција гена за  Gal-3 није битно 
утицала на вредности броја улазака у отворене краке. У истраживању Pasquini-а и 
сарадника нису уочене промене локомоторне и експлоративне активности, док je у 
нашем тесту уздигнутог крстастог лавиринта постојало значајно смањење 
експлоративној активности код Gal-3-/- мишева, чиме је додатно потврђен анксиогени 
ефекат делеције гена за Gal-3. У нашем истраживању је, за разлику од истраживања 
Pasquini-а и сарадника, више параметара из два стандардизована теста за процену 
степена анксиозности указивало на анксиогени ефекат делеције гена за Gal-3, што 
нашим резултатима даје већу прецизност у процени степена анксиозности. На разлике у 
резултатима овог и нашег истраживања је највероватније утицај имала и старост 
животиња, јер су у нашем истраживању коришћени двоструко старији мишеви, који по 
старости одговарају зрелој животној доби код људи. Разлике у понашању Gal-3-/- 
мишева различите старости могу бити повезане и са  варијацијама експресија LGALS3 
гена, што за последицу има настанак променама у синапасама и губитак њихове 
функције током старења (468).   
У истраживању Hoyos и сарадника експерименти су спроведени са Gal-3-/- и WT 
мишевима старости 8 недеља, којима је демијелинација индукована купризоном, 
помоћу третмана који је трајао две недеље (493). Након тога, спроведени су тестови 
понашања. Резултати су показали да мишеви третирани купризоном имају нижи степен 
анксиозности у поређењу са одговарајућим наивним мишевима. Код Gal-3-/- мишева 
који су били контрола (мишеви без третмана) уочен је значајно већи проценат улазака у 
отворене краке у односу на WT контролну групу и након 2 и након 5 недеља од 
Докторска дисертација                                                                             Далибор Д. Стајић   
130 
 
третмана. Ови резултати су указали на смањење степена анксиозности код Gal-3-/- 
мишева у условима без третмана. Пошто су ови резултати добијени код мишева који су 
доста млађи у односу на мишеве који смо користили у нашем истраживању и није 
коришћена иста поставка бихевиоралних тестова, ови резултати нису у потпуности 
компарабилни са резултатима нашег истраживања. Осим тога, у истраживању Hoyos и 
сарадника Gal-3-/- мишеви су показали смањење локомоторне активност у оба 
испитивана периода, што је било у сагласности са резултатима нашег истраживања, јер 
смањење локомоторне активности индиректно указује на повећање степена 
анксиозности. Резултати истраживања Hoyos-а и сарадника су потврдили битну 
чињеницу да се Gal-3 експримира у микроглијалним ћелијама, да модулира њихов 
фенотип и омогућава почетак ремијелинације и диференцијације олигодендроцита. 
Битна улога Gal-3 у настанку анксиозности потврђена је чињеницом да је овај молекул 
веома важан за развој и функционисање неурона, као и на основу повезаности са 
одређеним факторим раста, који имају битну улогу у нервном систему, попут VEGF-а, 
bFGF-а и IGF-1 (480, 515).  
 
5.1.2. Утицај делеције гена за Gal-3 на резултате бихевиоралних 
тестова за процену степена депресивности у базалним условима 
 
Степен депресивности је процењен на основу резултата теста качења за реп. У 
базалним условима је у овом тесту код Gal-3-/- уочено значајно продужење времена до 
појаве прве имобилности у односу на WT мишеве (слика 4.11.). Код Gal-3-/- животиња 
је такође постојало значајно скраћење укупног времена имобилности у односу на WT 
мишеве (слика 4.13.). Анализирајући број епизода имобилности у базалним условима  
уочено је смањење овог параметра код Gal-3-/- у односу WT мишеве, међутим ово 
смањење није било статистички значајно (слика 4.12.). На основу промена наведених 
параметара теста качења за реп, овакав ефекат делеције гена за Gal-3 би се могао 
сматрати антидепресантним. Међутим, ако у обзир узмемо закључке претходне студије 
(521), који указују на то да се у случају преклапања етиопатогенезе и времена 
детектовања бихевиоралних манифестација два патофизиолошка ентитета, анксизности 
и депресивности, за анализу у обзир не могу узети само вредности појединачног 
параметра (131) или вредности параметара добијених из једног теста понашања. У том 
случају се анализа мора спровести посматрањем већег броја параметара из различитих 
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тестова, а коначно тумачење ефеката делеције гена за Gal-3 на параметре теста качења 
за реп у овој студији се треба посматрати у ширем контексту. На основу овога би се 
хиперреактивност животиња забележена у тесту качења за реп више могла сматрати 
моторичком манифестацијом повећане анксиозности, која је потврђена у претходним 
тестовима спроведеним у нашем истраживању, него антидепресантним ефектом 
делеције гена за Gal-3.  
Претрагом литературе пронађено је само једно истраживање које указује на 
повезаност Gal-3 и депресије. Према резултатима истраживања Melin и сарадника 
високе концентације циркулишућег Gal-3 су биле повезане са депресијом код 
пацијената са дијабетесом мелитусом тип 1 (535). Пошто из литературе не постоје 
други релевантни подаци о про- или антидепресантним улогама Gal-3, ови ефекти Gal-3 
би се прецизније могли проценити у условима који подразумевају значајне промене 
нивоа Gal-3, као што су експериментални модели на животињама за неке специфичне 
болести (476, 500). 
Сумирањем резултата тестова понашања у базалним условима недвосмислено је 
уочен значајан анксиогени ефекат делеције гена за Gal-3. Наредни циљ нашег 
истраживања био је додатна потврда овог ефекта делеције гена за Gal-3 на понашање 
анализом промена одговарајућих параметара у хипокампусу. 
 
5.1.3. Повезаност делеције гена за Gal-3, промена у понашању и  
хипокампалних цитокина, TLR4, BDNF-а, GABA-АR2S и GABA-АR2S у 
базалним условима 
 
Истраживањима је утврђено да промене нивоa одређених цитокина могу бити 
повезане са поремећајима понашања. Резултати студија су потврдили значај IL-6 и 
TNFα у одржавању хомеостазе нервног ткива, као и у настанку анксиозних и 
депресивних поремећаја (251, 253). Постоје докази да делеција гена за Gal-3 смањује 
продукцију проинфламацијских цитокина у различитим имунским и резидентним 
ћелијама које су укључене у процес инфламације (454, 453, 476, 536, 537). Овaj ефекат 
Gal-3 је потврђен и у CNS-у, при чему је установљено да делеција гена за Gal-3 смањује 
продукцију проинфламацијских цитокина ТNF-α и IL-6 (538). У нашем истраживању је 
анксиогени ефекат делеције гена за Gal-3 био праћен смањењем експресије и 
концентрације IL-6 и TNFα у базалним условима. Забележено је статистички значајно 
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смањење концентрације и експресије IL-6 код Gal-3 -/- мишева у односу на WT мишеве 
(слике 4.26. и 4.28.). Међутим, код Gal-3-/-мишева није постојало статистички значајно 
смањење експресије гена и хипокампалног садржаја TNF-α у базалним условима (слике 
4.27. и 4.29.). Делеција гена за Gal-3 у базалним условима није имала значајног утицаја 
на експресију TLR4 у хипокампусу (слика 4.25.). Ово је у складу са резултатима 
претходног истраживања које је потврдило да повећање нивоа одређених цитокина у 
мозгу (TNF-α) није искључиво посредовано са TLR4 (470). Femenia и сарадници су 
доказали да TLR4 knockout мишеви испољавају повећану анксиозност у базалним 
условима (539). Позитивна корелација између испитиваних проинфламацијских 
цитокина и BDNF-а (слике 4.30. и 4.32.)., која је у овом истраживању примећена у 
базалним условима, потврђена је и у другим студијама (540, 541).   
Дефицијенција Gal-3 у базалним условима је, поред анксиогеног ефекта који је 
примећен у тестовима понашања, проузроковала значајно смањење експресије гена за 
BDNF у хипокампусу (слика 4.22.). Број BDNF-имунореактивних неурона je код Gal-3-
/- мишева био мањи у свим регионима хипокампуса у односу на WT мишеве (слике 
4.15.-4.19.). Статистички значајно мањи број BDNF-имунореактивних неурона 
детектован је код Gal-3-/- мишева на преску целог хипокампуса, а ова редукција 
имунореактивности је посебно била изражена у CА1 региону хипокампуса (слике 4.15. 
и 4.21.). За настанак анксиозности  је нарочито важна улога CA1 региона хипокампуса 
(27), а нашим истраживањем  је потврђено да је у базалним условима, у том региону, 
делеција гена за Gal-3 била праћена најизраженијом редукцијом броја BDNF- 
имунореактивних неурона. Резултати претходног истраживања указују на повезаност 
експресије Gal-3 и одређених можданих фактора раста у које спада BDNF (462), чиме 
се може објаснити веза између делеције гена за  Gal-3 и смањење експресије гена за 
BDNF у нашој студији. Истраживања су показала да су ниски нивои BDNF-а одговорни 
за настанак  поремећаја расположења (75, 76), као и да заједно са смањењем овог 
можданог фактора раста, редукција GABA-е има улогу у настанку анксиозности и 
депресије (542). Смањење концентерације BDNF-а анксиогени ефекат остварује 
изазивајући редукцију активности GABA-А рецептора и броја хипокампалних неурона 
(79, 80). Ова повезаност рецептора главног инхибиторног неуротрансмитера и 
можданог фактора раста је у сагласности са нашим резултатима, који су указали на 
постојање снажне позитивне корелације између експресије гена за BDNF и GABA-А 
рецепторских субјединица 2 и 5 (слике 4.34. и 4.36.). У нашем истраживању је 
анксиогени ефекат делеције гена за Gal-3 (осим редукцијом експресије гена за BDNF) 
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био праћен и значајним смањењем експресије гена за GABA-А рецепторске 
субјединице 2 и 5 у ткиву хипокампуса (слике 4.23. и 4.24.). Истраживањима је 
утврђено да смањење експресије GABA-A 2 и 5 рецепторских субјединица има улогу у 
настанку анксиозности (54-57) и да је за настанак анксиозности и различитих 
поремећаја расположења посебно значајна GABAергична дисфункција у хипокампусу 
(58-60). Ови резултати су такође у сагласности са резултатима нашег истраживања, у 
коме је забележена значајна повезаност главних параметра анксиозности и ових 
рецепторских субјединица. Анализом резултата у базалним условима установили смо 
јаку позитивну корелацију између GABA-A 2 и 5 рецепторских субјединица и главних 
индикатора анксиозности (укупног времена проведеног у централној зони теста 
отвореног поља и укупног времене проведеног у отвореним крацима у тесту уздигнутог 
крстастог лавиринта) (слике 4.38. и 4.40.). Међутим, нисмо пронашли значајну 
повезаност ових рецепторских субјединица и индикатора за процену депресивности 
(укупног времена имобилности у тесту качења за реп) у базалним условима, при чему је 
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5.2. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индуковане применом LPS-a на понашање 
 
Анимални модели су се на основу претходних истраживања показали веома 
погодним за проучавање неуроинфламације индуковане применом проинфламацијских 
супстанци на периферији. Водећи се претходним студијама, у нашем истраживању смо 
неуроинфламацију код мишева индуковали једнократном интраперитонеалном 
применом LPS-а. Претходно је утврђено да овај начин апликације LPS-а код мишева 
индукује активацију астроцита и микроглије и повећава експресију проинфламацијских 
цитокина у мозгу (254-257). У нашем истраживању је детектовано и присуство 
инфламацијских ћелија у ткиву мозга мишева, чиме је потврђен настанак 
неуроинфламације (слика 3.4.).  
 
5.2.1. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
применом LPS-a на резултате бихевиоралних тестова за процену степена 
анксиозности  
 
Резултати претходних истраживања су показали да примена LPS-а може 
изазвати понашање слично анксиозности и депресији код експерименталних животиња. 
Утврђено је да LPS примењен на периферији изазива настанак неуроинфламације (262-
268, 274). Према резултатима бихевиоралних тестова спроведених у нашем 
истраживању делеција гена за Gal-3 је изазвала атенуацију анксиогеног ефекта  
индукованог применом LPS-а. Ефекат инфламације на понашање је детектован помоћу 
директних показатеља анксиозности из теста отвореног поља и уздигнутог крстастог 
лавиринта. Анксиогени ефекат акутне инфламације се манифестовао смањењем 
вредности директних индикатора анксиозности у тесту отвореног поља (укупног 
времена проведеног у централној зони и броја улазака у централну зону) и код WT и 
код Gal-3-/- животиња у односу на базалне услове (слике 4.3. и 4.4.), док је статистички 
значајна разлика код Gal-3-/- мишева у односу на базалне услове забележена само у 
броју улазака у централну зону. Примена LPS-а је изазавала значајно смањење 
директних индикатора анксиозности у тесту уздигнутог крстастог лавиринта (укупног 
времена проведеног у отвореним крацима и броја улазака у отворене краке) код WT 
мишева у односу на базалне услове. Gal-3-/- животиње нису испољиле значајне 
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промене у овим параметрима у односу на базалне услове, већ је дошло до пораста 
вредности директних индикатора анксиозности (слике 4.8. и 4.9.). Током акутне 
инфламације број улазака у отворене краке је био значајно већи код Gal-3-/- у односу на 
WT мишеве. У оба теста су након примене LPS-а детектоване веће вредности 
директних индикатора анксиозности у односу на WT мишеве. Ови резултати су 
указивали на анксиолитички ефекат делеције гена за Gal-3 током акутне инфламације. 
Акутна инфламација изазвана применом LPS-а манифестовала се смањењем 
локомоторне активности у свим експерименталним групама у тесту отвореног поља у 
односу на базалне услове (слике 4.1. и 4.2.). Међутим, након примене LPS-а, код Gal-3-
/- мишева уочене су статистички значајно веће вредности укупног времена кретања у 
поређењу са WT животиња. Забележена је мања редукција вредности овог параметра 
код Gal-3-/- мишева за разлику од WT животиња, што је ишло у прилог анксиолитичког 
ефекта делеције гена за Gal-3. Смањење локомоторне активности у тесту уздигнутог 
крстастог лавиринта је такође било знатно израженије код WT мишева у поређењу са 
Gal-3 дефицијентним животињама. Оба параметра локомоторне активности су након 
примене LPS-а имали значајно веће вредности код Gal-3-/- у односу на WT животиње 
(слике 4.6. и 4.7.). Параметри локомоторне активности  оба теста су указивали на мањи 
степен анксиозности код Gal-3-/- мишева током акутне инфламације, у поређењу са WT 
мишевима. 
Анксиогени ефекат инфламације потврђен је параметрима експлоративне 
активности оба бихевиорална теста за процену анксиозности. У тесту отвореног поља, 
вредности индикатора експлоративне активности (броја усправљања) су значајно биле 
мање након примене LPS-a и код Gal-3-/- и код  WT мишева, при чему је забележена 
мања редукција код Gal-3-/- животиња у односу на базалне услове (слика 4.5.). У тесту 
уздигнутог крстастог лавиринта, за разлику од WT животиња, Gal-3-/- мишеви нису 
показали значајно смањење експлоративне активности 24 часа након примене LPS-a. 
Код њих су се током акутне инфламације одржавале вредности параметара 
експлоративне активности приближне вредностима у базалним условима, које су биле 
значајно веће од вредности забележених код WT животиња (4.10.). Резултати процене 
експлоративне активности из оба теста су додатно потврдили анксиолитички ефекат 
делеције гена за Gal-3 током акутне инфламације. 
Сумирањем ефеката акутне инфламације на вредности параметара за процену 
степена анксиозности потврђено је њено израженије анксиогено дејство код WT 
мишева, док је делеција гена за Gal-3 имала анксиолитички ефекат. Ови резултати су у 
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сагласности са недавним истраживањем Yang-а и сарадника (543), који су у својој 
студији процењивали бихевиоралне ефекте акутне инфламације индуковане LPS-ом 
код мишева соја C57BL/6 употребом теста отвореног поља и уздигнутог крстастог 
лавиринта. У истраживању Yang-а и сарадника мишеви третирани LPS-ом су провели 
значајно мање времена у отвореним крацима и ређе су улазили у отворене краке у 
поређењу са контролном групом мишева у тесту уздигнутог крстастог лавиринта. 
Мишеви третирани LPS-ом су провели значајно мање времена у централној зони теста 
отвореног поља у поређењу са контролним мишевима. За разлику од резултата наше 
студије, Yang и сарадници нису забележили значајне разлике у параметру локомоторне 
активности, укупном пређеном путу у тесту отвореног поља, између мишева 
третираних LPS-ом и контролних мишева. Истраживање Yang-а и сарадника утврдило 
је анксиогени ефекат примене LPS код WT мишева, што је потврђено и нашим 
резултатима.  Анксиолитичко дејство делеције гена за Gal-3 може се објаснити улогом 
коју овај молекул има у настанку и подстицању инфламације. Истраживањима је 
утврђено да у централном нервном систему у присуству  LPS-а микроглија секретује 
Gal-3 који функционише као ендогени лиганд за TLR4 рецепторе, што поспешује 
инфламцију (470). 
 
5.2.2. Утицај делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације индуковане 
применом LPS-a на резултате бихевиоралних тестова за процену степена 
депресивности  
 
Након примене LPS-а дошло је до смањења  времена протеклог до појаве прве 
имобилности и код WT и код Gal-3 дефицијентних животиња у односу на базалне 
услове, што је указивало на продепресантно дејство акутне инфаламације. Повишен 
степен депресивности установљен је и на основу повећања вредности друга два 
индикатора депресивности, броја епизода имобилности и укупног времена 
имобилности и код WT и код Gal-3 дефицијентних животиња у односу на базалне 
услове (слике 4.11.-4.13. ). Ови резултати су у сагласности са резултатима претходних 
истраживања који указују на улогу примене LPS-a и ефекта инфламације на настанак 
депресије (274). У нашем истраживању није уочен утицај делеције гена за Gal-3 на 
атенуацију продепресантног ефекта акутне инфламације индуковане применом LPS-a. 
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5.2.3. Повезаност делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације 
индукавне LPS-ом са променама у понашању и хипокампалним 
проинфламацијским цитокинима, TLR4, BDNF-ом, GABA-AR2S и GABA-
AR5S  
 
Делеција гена за Gal-3 је током акутне неуроинфламације смањила LPS-ом 
индуковано повећање експресије гена и хипокампални садржај IL-6 у поређењу са 
вредностима у базалним условима (слике 4.26. и 4.28.), а исти ефекат је детектован и 
код експресије гена и хипокампалног садржаја ТNF-α (слике 4.27. и 4.29.). Повећање 
генске експресије и хипокампалног садржаја IL-6 код WT животиња је током акутне 
инфламације значајно било израженије у поређењу са Gal-3 дефицијентним 
животињама након примене LPS-а. Значајно повећање генске експресије и 
концентрације TNF-α у хипокампусу је примећено и код WT и Gal-3 дефицијентних 
мишева 24 сата након примене LPS-a, при чему је  израженије повећање забележено 
код WT животиња. Овим резултатима су потврђени закључци претходних истраживања 
у којима је доказно повећање проинфламацијских цитокина у мозгу током акутне 
инфламације индуковане применом LPS-а на периферији. Истраживања су утврдила да 
цитокини који се стварају на периферији не могу доспети до мозга када је очувана 
хематоенцефална баријера, али могу преносити сигнале до централног нервног 
сиситема и индуковати неуроинфламацију (262-268). Бројне студије су потврдиле 
изражену генску експресију проинфламацијских цитокина IL-6 и TNF-a у мозгу мишева 
соја C57BL/6J након интраперитонеалне примене LPS-а (254, 265, 267, 269-272). Ефекат 
неуроинфламације на настанак бихевиоралних промена уочен у нашем истраживању је 
у сагласности са резултатима студија у којима је утврђено да повишени нивои 
проинфламацијских цитокина могу изазвати настанак промена у понашању (124, 125).  
Након примене LPS-а, истовремено са повећањем проинфламацијских цитокина, 
и WT и Gal-3-дефицијентне животиње су показале повећану експресију гена 
хипокампалног TLR4, међутим експресија гена за TLR4 је било значајно већа код WT 
мишева (слика 4.25.). Претходне студије су такође утврдиле антиинфламацијски ефекат 
дефицијенције Gal-3 у моделу инфламације индуковане LPS-ом, у коме је битну улогу 
имао TLR4 (470). Ово истраживање је показало да под дејством проинфламацијских 
стимулуса (LPS) микроглија секретује Gal-3 који има улогу ендогеног лиганда за TLR4, 
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што изазива активацију проинфламацијског фенотипа микроглије и промовише 
неуроинфламацију. 
Акутна инфламација индукована LPS-ом условила је значајно смањење 
експресије гена за BDNF у хипокампусу WT мишева у односу на базалне услове. 
Делеција гена за Gal-3 је 24 часа након примене LPS-а спречила смањење експресије 
гена за BDNF (слика 4.22.). Акутна инфламација је узроковала појаву значајних 
регионалних разлика у дистрибуцији BDNF-имунореактивних неурона у хипокампусу. 
Делеција гена за Gal-3 је у СА1 региону спречила, а у DG региону хипокампуса 
ублажила редукцију броја BDNF-имунореактивних неурона током акутне инфламације 
(слике 4.15. и 4.19.). Значајно смањење броја BDNF-имунореактивних неурона, које је 
пратило акутну инфламацију, детектовано је у CА2/3 региону хипокампуса и у 
пресецима целе површине хипокампуса и код Gal-3-/- и код WT мишева  (слике 4.17. и 
4.21.). Смањење броја BDNF-имунореактивних неурона у хипокампусу 24 сата након 
примене LPS-а било је израженије код WT у поређењу са Gal-3 дефицијентним 
животињама (34% према 12.5%) (слика 4.21.). Осим тога, делеција гена за Gal-3 
спречила је смањење експресије GABA-А рецепторске субјединице 2, које је било 
изазвано применом LPS-а (слика 4.23.). Делеција гена за Gal-3 је након примене LPS-а 
такође била праћена израженијим повећањем генске експресије GABA-А рецепторске 
субјединице 5 (слика 4.24.). 
Резултати добијени у овој студији су потврдили чињеницу да се експресија 
проинфламациjских цитокина (IL-6 и TNF-α) у хипокампусу налази у значајној 
корелацији са експресијом хипокампалног BDNF-а. Посебно су интересентни резултати 
нашег истраживања на основу којих је у базалним условима забележена позитивна 
корелација између IL-6 и TNF-α и експресије BDNF-а, док је LPS-ом индуковано 
повећање експресије ових проинфламацијских цитокина резултовало негативном 
корелацијом (слике 4.31. и 4.33.). Оваква промена повезаности између 
проинфламацијских цитокина и нивоа BDNF-а није забележена у претходним 
истраживањима. У литератури постоје подаци само о позитивној или само о негативној 
корелације IL-6 и TNF-α са нивоима BDNF-a у централном нервном систему. 
Позитивна корелација између испитиваних проинфламацијских цитокина и BDNF-а, 
која је у овом истраживању примећена у базалним условима, претходно је забележена у 
хипокампусу мишева и у можданој кори, као и у неуронима тригеминалних ганглиона 
(540, 541). Негативна корелација која се у овом истраживњу манифесовала 24 сата 
након примене LPS-а у сагласности је са претходно описаним снижењем BDNF-а под 
Докторска дисертација                                                                             Далибор Д. Стајић   
139 
 
дејством IL-6 и TNF-α у β-амилоидном моделу Алцхајмерове болести (544). Веома 
слична негативна корелација између нивоа IL-6 и BDNF-а уочена је у људском серуму 
24 сата након интензивне физичке активности (545). Једно од могућих објашњења за 
ове "контрадикторне" утицаје испитиваних цитокина на BDNF може се наћи у 
чињеници да је негативна корелација установљена у околностима које се не могу 
окарактерисати као физиолошки услови (модел болести праћен неуроинфламацијом 
и/или изузетно тешким вежбама). Позитивна корелација која је постојала у базалним 
условима у нашем истраживању је детектована у физиолошким условима и била је 
праћена нижим нивоима проинфламацијских цитокина. 
На основу резултата претходних истраживања познато је да BDNF може 
повећати неуронску пластичност и да је неопходан за правилан развој и опстанак 
GABA-ергичких неурона (546, 547).  Сходно томе, можемо претпоставити да фактори 
који утичу на нивое BDNF-а у хипокампусу, као што су дефицијенција Gal-3 и 
инфламација (механизмом који подразумева промене нивоа проинфламацијских 
цитокина (IL-6 и TNF-α)), могу изазвати анксиогени ефекат депривацијом GABA-
ергичког система хипокампуса, путем негативног утицаја на BDNF. Овај закључак је 
заснован на снажној позитивној корелацији између експресије BDNF-а у хипокампусу и 
експресије GABA-А рецепторских субјединица 2 и 5 (слике 4.35. и 4.37.), као и на 
снажној позитивној корелацији између експресије ових GABA-рецепторских 
субјединица и индикатора анксиозности, добијених у тестовима понашања 24 сата 
након примене LPS-a (слике 4.39. и 4.41.). Ови резултати су у сагласности са 
претходним истраживањима која су утврдила да је GABAергички систем у мозгу 
регулисан BDNF/ TrkB путем (548). 
С обзиром да резултати нашег истраживања указују на улогу Gal-3 у регулацији 
појединих образаца понашања у базалним условима, као и током акутне 
неуроинфламације, отвара се могућност потенцијалног третирања бихевиоралних 
поремећаја применом фармаколошких и биолошких модулатора нивоа Gal-3, за шта би 





















На основу резултата нашег истраживања можемо закључити да Gal-3 има важну 
улогу у регулисању степена анксиозности. 
Основни закључци нашег истраживања су:  
 
 у базалним условима, делеција гена за Gal-3 има за резултат јасан анксиoгени 
ефекат; 
 
 у акутној неуроинфламацији индукованој LPS-ом делеција гена за Gal-3 умањује 
бихевиоралне манифестације неуроинфламације, што се испољава као 
анксиолитички ефекат; 
 
 бихевиорални ефекати делеције гена за Gal-3 и акутне инфламације су повезани 
са променама вредности проинфламацијских цитокина, TLR4, BDNF-а, GABA-
AR2S и GABA-AR5S у хипокампусу; 
 
 претпостављени механизам утицаја Gal-3 на понашање у базалним условима: 
Gal-3 повећава садржај BDNF-а у хипокампусу, повећање BDNF-а повећава 
експресију GABAергичких рецептора, повећање броја GABAергичких 
рецептора у хипокампусу смањује степен анксиозности. 
 
 
Закључци су изведени на основу следећих резултата: 
 
1. Анксиогени ефекат делеције гена за Gal-3 у базалним уловима је утврђен на 
основу значајно: 
 
 нижих вредности главних индикатора анксиозности у тесту отвореног 
поља и уздигнутог крстастог лавиринта, као и индикатора експлоративне 
активности у тесту уздигнутог крстастог лавиринта код Gal-3-/-, у односу 
на WT мишеве; 
 хиперреактивности утврђене у тесту качења за реп, на основу значајног 
повећања времена до појаве имобилности и смањења укупног времена 
имобилности (ово наизглед антидепресантно дејство делеције гена за Gal-
3 се, на основу свих бихевиоралних тестова, пре може сматрати потврдом 
анксиогеног ефекта); 
 нижег нивоа експресије гена и концентрације IL-6 код Gal-3-/-, у односу 
на WT мишеве; 
 мањег броја BDNF-имунореактивних неурона у CA1 региону и целом 
хипокампусу и нижег нивоа експресије гена за BDNF у хипокампусу код 
Gal-3-/- у односу на WT мишеве; 
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 нижег нивоа експресије гена за GABA-AR2S и GABA-AR5S у 
хипокампусу код Gal-3-/-, у односу на WT мишеве. 
 
2. Анксиолитички ефекат делеције гена за Gal-3 током акутне инфламације 24h 
након примене LPS-a је утврђен на основу: 
 
• мање изражене редукције вредности главних параметара анксиозности у 
тесту отвореног поља и повећања вредности ових параметара у тесту 
крстастог лавиринта код Gal-3-/-, за разлику од WT мишева; 
• мање изражене редукције вредности индикатора локомоторне и 
експлоративне активности у тестовима отвореног поља и уздигнутог 
крстастог лавиринта код Gal-3-/-, за разлику од WT мишева; 
• мање израженог повећања експресије и концентрације IL-6, TNF-α и 
експресије TLR4 у хипокампусу код Gal-3-/-, за разлику од WT мишева; 
• повећања експресије гена за BDNF код Gal-3-/-, за разлику од WT мишева 
где је забележено смањење овог параметра; 
• мање изражене редукције броја BDNF-имунореактивних неурона у 
хипокампусу код Gal-3-/-, за разлику од WT мишева; 
• повећања експресије гена за GABA-AR2S код Gal-3-/-, за разлику од WT 
мишева код којих је дошло до смањења експресије; 
• израженијег повећања GABA-AR5S у хипокампусу код Gal-3-/-, за 
разлику од WT мишева; 
 
3. Потврда о повезаности бихевиоралних ефеката делеције гена за Gal-3, акутне 
инфламације  и  промена вредности проинфламацијских цитокина, BDNF-а, GABA-
AR2S и GABA-AR5S у хипокампусу је изведена на основу: 
 
• позитивне корелације између BDNF-а, IL-6 и TNF-α у базалним условима 
и негативне корелацијом током акутне инфламације индуковане LPS-ом; 
• позитивне корелације BDNF-а, GABA-AR2S и GABA-AR5S у базалним 
условима и током акутне инфламације индуковане LPS-ом; 
• позитивне корелације између GABA-AR2S и GABA-AR5S и главних 
индикатора анксиозности у тестовима отвореног поља и уздигнутог 
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крстастог лавиринта у базалним условима и током акутне инфламације 
индуковане LPS-ом; 
• значајне негативне корелације између GABA-AR5S и индикатора 
депресивности (укупног времена имобилности) у тесту качења за реп 
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DSM-5 – Дијагностичком и статистичком приручнику за менталне поремећаје, пето 
издање (енгл. Diagnostic and statistical manual of mental disorders, fifth edition) 
DG –  дентатни гирус (лат. gyrus dentatus) 
CA –  амонов рог (лат. cornu ammonis), 
GABA – габааминобутерна киселина (енгл. gamma-amino butyric acid) 
CRF – кортикотропин-ослобађајући фактор (енгл. corticotropin releasing factor) 
PACAP – хипофизни аденилат циклаза-активирајући полипептид (енгл. pituitary 
adenylate cyclase-activating polypeptide) 
BDNF – неуротрофни фактор раста пореклом из мозга (енгл. brain derived neurotrophic 
factor) 
GABRA2, GABA-AR2S – GABA-Aα-2 рецепторска субјединица (енгл. GABA receptor 
subunit alpha-2)  
Val – валин (енгл. valine) 
Met – метионин (енгл. methionine) 
NTRK2  – неуротрофни рецептор тирозин киназе 2 (енгл. neurotrophic receptor tyrosine 
kinase 2)  
OF тест – тест отвореног поља (ОП) (енгл. open field test) 
Тест уздигнутог крстастог лавиринта  
EPM – тест уздигнути крстасти лавиринт (УКЛ) (енгл. elevated plus maze) 
CRHR1 – кортикотропин-ослобађајући хормонски рецептор 1 (енгл. corticotropin-
releasing hormone receptor 1) 
МHPG-а – 3-метокси, 4-хидроксил-етиленгликол (енгл. 3-metoksi, 4-hidroksi-fenil-
etilenglikol) 
CNS – централни нервни систем (енгл. central nervous system) 
5-HIАА – 5-хидрокси-индол-сирћетнe киселинe (енгл. 5-hydroxy-indole-acetic acid) 
TrkB – рецептор тирозин киназе B (енгл. tyrosine receptor kinase B) 
bcl-2 – Лимфом В ћелија 2 (енгл. B-cell lymphoma 2) 
TST –  тест качења за реп (ТКР) (енгл. tail suspension test) 
PAMPs – молекулски обрасци патогених микроорганизама (енг. pathogen-associated 
molecular patterns)  
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PRRs – рецептори за препознавање образаца (енгл. pattern-recognition receptors) 
DAMPs – молекулски обрасци повезани са оштећењем ткива (енг. damage-associated 
molecular patterns) 
TLRs – Toll-like рецептори (енгл. toll-like receptors) 
AP-1 – активатор протеина-1 (енгл. аctivator protein-1)  
NF-κB – нуклеарни фактор κB (енгл. nuclear factor κB) 
IRF3 – регулаторни фактор интерферона 3 (енгл. interferon regulatory factor 3) 
IL – интерлеукин (енгл.interleukin) 
TNF-α – фактор некрозе тумора α (енгл. tumor necrosis factor-α) 
IL-1R – рецептор за IL-1 (енгл. IL-1 receptor,) 
TNFR – рецептор за TNF (енгл. TNF receptor) 
MAPK – митогеном-активирана протеинска киназа (енгл. mitogen-activated protein 
kinase) 
JAK-STAT – Janus киназа сигналног преносиоца и регулатора транскрипције (енгл. 
Janus kinase-signal transducer and activator of transcription) 
ERK1/2 – киназа која је регулисана екстрацелуларним сигналом (енгл. extracellular-
signal-regulated kinase) 
JNK –c-Jun N- терминална киназа (енгл. c-Jun N-terminal kinase) 
CSF – фактор стимулације колонија (енгл. colony stimulating factors) 
IFN – интерферон (енгл. interferon) 
CD – кластер диференцијације (енгл. cluster of differentiation) 
sIL-6R – солубилни IL-6R (енгл. soluble IL-6R)  
SODD – пригушивач домена смрти (енгл. silencer of death domains) 
TRADD – протеин домена смрти повезани са TNFR1 (енгл. TNFR1-associated death 
domain protein) 
HMGB1 – протеин високе мобилности 1 (енгл. high-mobility group box 1),  
NADPH – никотинамид аденин динуклеотид фосфат (енгл. nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate) 
NOX – NADPH оксидаза (енгл. NAPDH oxidase) 
INOS – индуцибилна азот оксид синтаза (енгл. inducible nitric oxide synthase)  
CCL2 – лиганд за хемокин 2 (енгл. chemokine ligand 2) 
ЕАЕ – експериментални аутоимунски енцефаломијелитис (енгл. experimental 
autoimmune encephalomyelitis) 
Докторска дисертација                                                                             Далибор Д. Стајић   
191 
 
AMPA – α-амино-3-хидрокси-5-метил-4-изоксазолалепропионска киселина (енгл. α-
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid)  
NMDA – N-метил-D-аспартат (енгл. N-methyl-D-aspartate) 
LPS – липополисахарид (енгл. lipopolysaccharide) 
mRNА – информациона рибонуклеинска киселина (енгл. messenger ribonucleic acid) 
qRT-PCR – реверзна транкрипција и ланчана реакција полимеризације у реалном 
времену (енгл. quantitative real time reverse transcription polymerase chain reaction)  
i.v. – интравенски (енгл. intravenous)  
i.p. – интраперитонеална (енгл. intraperitoneal) 
CRD – домен за препознавање угљених хидрата (енгл. carbohydrate-recognition domain) 
Gal – галектин (енгл. galectin) 
CBP-35 – протеин који се везује за угљене хидрате-35 (енгл. carbohydrate-binding 
protein) 
Ig – имуноглобулин (енгл. immunoglobulin) 
GALBP – протеин који се везује за галактозиде (енгл. galactoside-binding protein) 
TCR – Т ћелијски рецептор (енгл, T cell receptor) 
BH1 – енгл. Bcl-2 homology 1 
GM-CSF – гранулоцитно-макрофагни фактор стимулације колоније (енгл. granulocyte-
macrophage colony stimulating factor) 
CRE – cAMP-зависни елеменат одговора (енгл. cAMP-dependent response element) 
SIE – sis-индуцибилни елемент (енгл. sis-inducible element)  
bHLH –хеликс-петља- хеликс (енгл. basic helix-loop-helix,). 
CREB – елемент-везујући протеин cAMP одговора (енгл. cAMP-responсe element-
binding protein) 
Tyr – тирозин (енгл. tyrosine) 
Pro – пролин (енгл. proline) 
Ser – серин (енгл. serine) 
Ala – аланин (енгл. alanine) 
Gly – глицин (енгл. glycine) 
CAT – хлорамфеникол ацетилтрансфераза (енгл. chloramphenicol acetyltransferase) 
EGF – епидермални фактор раста (енгл. epidermal growth factor)  
TGF-β – трансформишући фактор раста-β (енгл. tranсforming growth factor,) 
Chrp – протеин богат цистидином и хистидином (енгл. cystidine/histidine-rich protein) 
AIP-1 – актин-интерагујући протеин-1(енгл. actin-interacting protein-1), 
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PKB – протеин киназе B (енгл. protein kinase B) 
PI3-K  – фосфатидилинозитол 3-киназа (енгл. phosphatidylinositol 3-kinase)  
CKI – казеин киназа I (енгл. casein kinase I,)  
GСK-3β – киназа гликоген синтаза 3β (енгл. glycogen synthase kinase-3β) 
SMN – протеин одговоран за преживљавање моторног неурона (енгл. survival of motor 
neuron)  
cDNA – комплементарна дезоксирибонуклеинсака киселина (енгл. complementary 
deoxyribonucleic acid) 
ALG-2 – алфа-1,3-манозилтрансфераза (енгл. аlpha-1,3-mannosyltransferase) 
Alix – ALG-2-везујући протеин X (енгл. ALG-2-interacting protein X) 
LDL – липопротеин ниске густине (енгл. low denсity lipoprotein)  
AGEs – крајњи продукти гликације (енгл. advanced glycation end productсs) 
Th1- Т хелпер тип 1 (енгл. T helper type 1) 
HFD – исхрана богата мастима (енгл. high fat diet) 
DRG – дорзални корен кичмене мождине (енгл. dorsal root ganglion) 
IGF-1 – фактор раста сличан инсулину-1 (енгл. insulin-like growth factor-1)  
IGF-R1 – IGF-1 рецептор (енгл. IGF-1 receptor) 
SOCS3 – супресор сигнализације цитокина 3 (енгл. suppressor of cytokine signaling 3) 
 WT – дивљи соја (енгл. wild-type) 
VEGF – васкуларни ендотелни фактор раста (енгл. vascular endothelial growth factor) 
 bFGF –  базични фибробластни фактор раста (енгл. basic fibroblast growth factor)  
Neo – неомицин (енгл. neomycin) 
ТК- тимидин киназa  
FIAU – 1-(29-деокси29-флуоро-1-β-D-арабинофураназол-)-5-јодо-урацил (енгл. 1-(29-
deoxy29-fluoro-1-β-D-arabinofuranosyl-)-5-iodo-uracil) 
FFPE  – фиксирани и уроњени у парафин (енгл. formalin-fixed and paraffin-embedded,). 
PBS – раствор фосфатног пуфера (енгл. phospate buffered salline) 
BSA – албумин говеђег  серума (енгл. bovine serum albumin)  
HRP – енгл. horseradish peroxidase 
ELISA – имуноензимски тест (енгл. enzyme-linked immunosorbent assay) 
CТ  – енгл. cycle treсhold 
SPSS – статистички програмски пакет за социјалне науке (енгл. Statistical package for 
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Извод - ИД:  
Увод: Галектин-3 (Gal-3) има значајну улогу у бројним биолошким и 
патолошким процесима, а посебно је битан у сазревању и функционисања нервног 
система и настанку неуроинфламације. Главни циљ овог истраживања био је 
испитивање утицаја делеције гена за Gal-3 на понашање код мишева соја C57/BL6.  
Материјал и методе: Разлике у понашању су евалуиране бихевиоралним 
тестовима који су спроведени код WT (wild-type) и Gal-3-/- (енгл. кnockout, KO) 
C57BL/6 мишева, мужјака, старости 20 недеља, у базалним условима, као и 24 сата 
након интраперитонеалне апликације липополисахарида (енгл. lipopolysaccharide, LPS) 
(у једној дози, 5 mg/kg). Одмах након тога, животиње су жртвоване и одређивани су 
нивои експресије гена за мождани неуротрофни фактор (енгл. brain-derived neurotrophic 
factor, BDNF), GABA-A рецепторске субјединице и проинфламацијске цитокине, IL-6 
(енгл. interleukin-6) и TNF-α (енгл. tumor necrosis factor-α) у мозгу (хипокампусу). 
Резултати: Делеција гена за Gal-3 је у базалним условима имала изражен 
анксиогени ефекат. Овај ефекат је био удружен са смањењем експресије гена и 
садржаја IL-6 и TNF-α у хипокампусу. Дефицијенција Gal-3 је била праћена и 
смањењем генске експресије и BDNF-имунореактивности, посебно у CA1 
хипокампалном региону. Такође, делеција гена за Gal-3 је изазвала смањење експресије 
гена за субјединице 2 и 5 GABA-A рецептора у хипокампусу. Делеција гена за Gal-3 
није показала продепресантни ефекат у базалним условима. Анксиогени ефекат 
неуроинфламације индуковане LPS-ом је код WT мишева био удружен са повећаном 
експресијом гена за IL-6, TNF-α и TLR4 у хипокампусу, као и редукцијом генске и 
имунохистохемијске експресије хипокампалног BDNF-а, уз значајну редукцију GABA-
AR2S у односу на вредности које су детектоване у базалним условима. Међутим, 
дефицијенција Gal-3 је спречила повећање IL-6 и смањење генске експресије и 
имунореактивности BDNF-а, као и редукцију хипокампалних GABA-AR2S и на тај 
начин ублажила анксиогени ефекат акутне неуроинфламације.  
Закључак: Резултати овог истраживања указују на то да су наизглед супротни 
ефекти делеције гена за Gal-3 на ниво анксиозности (анксиогени ефекат у базалним 
условима и анксиолитички ефекат током акутне неуроинфламације) повезани са 
променама експресије и садржаја IL-6, TNF-а, TLR4, GABA-ARS и BDNF-а у 
хипокампусу. 
Кључне речи: галектин-3 дефицијенција, неуроинфламација, TLR4, BDNF, 
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Abstrakt - AB: 
Intraduction: Galectin-3 (Gal-3) plays a significant role in various biological and 
pathological processes, and is particulary important in maturation and function of nervous 
system and in promotion of neuroinflammation. The principle aim of this study was to 
examine the effects of Gal-3 gene deletion on behavior in C57/BL6 mice strain.  
Material and Methods: Behavioral differences were evaluated by behavioral tests carried 
out on WT (wild-type) and Gal-3-/- (knockout, KO) C57BL/6 mice, males, aged 20 weeks, in 
basal conditions, and 24 hours after an intraperitoneal application of lipopolysaccharide (LPS) 
(in a single dose, 5 mg/kg). After that, animals were sacrificed and levels of gene expressions 
of brain-derived neurotrophic factor (BDNF), GABA-A receptor subunits and 
proinflammatory cytokines, IL-6 (interleukin-6) and TNF-α (tumor necrosis factor-α) in the 
brain (hippocampus) were evaluated. 
Results: Deletion of the Gal-3 gene had an anxiogenic effect in basal conditions. This 
effect was accompanied by decrease in the gene expression and content of IL-6 and TNF-α in 
hippocampus. Gal-3 deficiency was also accompanied by decreases in gene expression and 
BDNF-immunoreactivity, predominantly in the CA1 region of hippocampus. Besides, the 
deletion of the Gal-3 gene resulted in decrease of hippocampal gene expression of GABA-A 
receptor subunits 2 and 5. Deletion of the Gal-3 gene did not show a pro-depressant effect 
under basal conditions. In WT mice, the anxiogenic effect of neuroinflammation induced by 
LPS, was followed by increased hippocampal IL-6, TNF-α and TLR4 gene expression, as 
well as by decreased gene and immunohistochemical expression of BDNF in hippocampus, 
with a significant reduction in GABA-AR2S in comparison with the values obtained in basal 
condition. However, Gal-3 gene deletion prevented the increase in IL-6 and the reduction in 
BDNF gene expression and immunoreactivity, as well as the reduction of hippocampal 
GABA-AR2S, and therefore attenuated the anxiogenic effect of acute neuroinflammation.  
Conclusion: The results of this study show that the apparently opposite effects of Gal-3 
deficiency on the level of anxiety (anxiogenic effect in basal conditions and anxiolytic effect 
during acute neuroinflammation) are associated with changes in the gene expression and 
content of IL-6, TNF-a, TLR4, GABA-ARS and BDNF in hippocampus. 
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A B S T R A C T
Galectin-3 (Gal-3), a member of lectin family that binds to oligosaccharides, is involved in several biological
processes, including maturation and function of nervous system. It had been reported that Gal-3 regulates oli-
godendrocytes differentiation and that Gal-3/Toll-like receptor-4 (TLR4) axis is involved in neuroinflammation.
As both, central nervous system (CNS) maturation and neuroinflammation may affect behavior, the principle aim
of this study was to examine the effects of Gal-3 gene deletion on behavior. Here we provide the evidence that
Gal-3 deficiency shows clear anxiogenic effect in mature untreated animals (basal conditions). This was ac-
companied with lower interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) relative gene expression and
hippocampal content, with no effect on TLR4 expression. Gal-3 deficiency was also accompanied with lower
brain-derived neurotrophic factor (BDNF) relative gene expression and immunoreactivity in hippocampus
(predominantly in CA1 region). Besides, the Gal-3 gene deletion resulted in attenuation of the hippocampal
relative gene expression of GABA-A receptor subunits 2 and 5 (GABA-AR2S and GABA-AR5S), On the other hand,
Gal-3 deficiency attenuates LPS-induced neuroinflammation. The anxiogenic effect of acute neuroinflammation
was accompanied with increased hippocampal IL-6, TNF-α and TLR4 gene expression, as well as decreased gene
and immunohistochemical BDNF expression in hippocampus, with significant decline in GABA-AR2S in wild
type (WT) mice in comparison to basal conditions. Gal-3 gene deletion prevented the increase in IL-6, the decline
in BDNF gene expression and immunoreactivity, and reduction in hippocampal GABA-AR2S, and therefore at-
tenuated the anxiogenic effect of neuroinflammation. In summary, our data demonstrate that apparently op-
posite effects of Gal-3 deficiency on anxiety levels (anxiogenic effect under basal conditions and anxiolytic action
during neuroinflammation) seem to be related to the shift in IL-6, TNF-α and hippocampal BDNF.
1. Introduction
Galectin-3 is a member of lectin family that binds to oligosacchar-
ides, with a particularly strong affinity for β-galactosides (Wan and Liu,
2016). It has different, sometimes opposing, functions depending on its
localization and the specific pathological conditions. Extracellularly,
Gal-3 forms cross-links with cell surface glycoconjugates or the extra-
cellular matrix, leading to modulation of transmembrane signaling
events that can influence a variety of cell functions (Boscher et al.,
2011). Gal-3 affects susceptibility to T-cells-mediated autoimmune and
inflammatory diseases (Jiang et al., 2009, Volarevic et al., 2012,
Volarevic et al., 2015, Radosavljevic et al., 2016, Simovic Markovic
et al., 2016).
The role of Gal-3 in the nervous system is not completely under-
stood. It is established that Gal-3 is expressed in nervous tissues, in-
cluding brain, spinal cord, and dorsal root ganglia. Gal-3 stimulates
https://doi.org/10.1016/j.bbi.2019.01.019
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neural cell adhesion and neurite growth by modulating the properties of
the surrounding matrix (Pesheva et al., 1998). Furthermore, Gal-3 also
affects the motility of cells in the rostral migratory stream. Experiments
with uninjured mice have shown that in normal brain, Gal-3 is ex-
pressed by ependymal cells and astrocytes of subventricular zone and
that it has a role in regulation of neuronal migration (Comte et al.,
2011). Transient brain ischemia induces Gal-3 expression in microglial
cells in the CA1 hippocampal region (Satoh et al., 2011). A recent study
has confirmed that Gal-3 is expressed endogenously in the mouse hip-
pocampal CA1 area and in other regions of rat brain. Gal-3 negatively
regulates hippocampus-dependent memory formation by inhibition of
integrin signaling and Gal-3 phosphorylation (Chen et al., 2017).
Recent studies have identified Gal-3 as a significant factor in mi-
croglial survival, proliferation and migration (Hisamatsu et al., 2016).
In response to inflammatory stimuli, microglia secrete Gal-3 that acts as
an endogenous ligand for TLR4. Gal-3 participates in the activation of
proinflammatory M1 phenotype of microglial cells and promotes neu-
roinflammation (Burguillos et al., 2015).
Studies have provided evidence that Gal-3 contributes to certain
pathological conditions such as Parkinson's disease (Boza-Serrano et al.,
2014), experimental autoimmune encephalomyelitis (Jiang et al.,
2009), prion diseases (Jae-Kwang et al., 2007; Mok et al., 2007), etc. On
the other hand, microglia-produced Gal-3 was assumed to have a pro-
tective, anti-inflammatory effect in amyotrophic lateral sclerosis
(Lerman et al., 2012). Gal-3 also stimulates neurogenesis and angio-
genesis and it plays an important role in the process of brain tissue
remodeling after ischemic injury (Shin, 2013, Yan et al., 2009). Gal-3
expression in the CA2 hippocampal region, after transient ischemia,
might be correlated with protection against neuronal death (Hisamatsu
et al., 2016). Glial-derived Gal-3 stimulates oligodendrocyte differ-
entiation, contributing to myelination process and may limit demyeli-
nation (Pasquini et al., 2011, Hoyos et al., 2014).
Proinflammatory cytokines (TNF-α, IL1-β, IL-6, IL-12, IFN-γ) pro-
mote neuroinflammation but they can also directly affect neuro-
transmission, causing the changes in behavior. Studies including ex-
perimental behavioral model have shown that the application of
lipopolysaccharide (LPS) in mice results in decreased exploratory lo-
comotor activity (Dunn et al., 1992, Yirmiya, 1996), anhedonia (de-
pression-like behavior, Sulakhiya et al., 2016), and anxiety-like beha-
vior (Brites and Fernandes, 2015). Hippocampal formation, with two
main groups of neurons: principal neurons (responsible for extra-
hippocampal connections) and interneurons (responsible for local
connections within the hippocampus - predominantly GABAergic) has a
key role in cognitive and emotional processes (Zaletel et al., 2016).
Widely distributed in human body (Zachmann et al., 1966), GABAergic
system is the most prominent inhibitory mechanism in the mammalian
brain. However, the most abundant representation (one-third of the
synapses) of GABAergic neurons is observed in specific brain regions,
such as the cerebral cortex, hippocampus, thalamus, basal ganglia,
cerebellum, hypothalamus, and brainstem (Guidotti et al., 1983). GABA
interneurons have a major role in modulating local noradrenergic, do-
paminergic, serotonergic and glutamatergic neuronal circuitry
(Selakovic et al., 2017). The basic inhibitory mechanism described in
GABAergic system includes the action via (mostly) postsynaptic GABA-
A receptors, resulting in inhibitory postsynaptic potential (Eder et al.,
2001), in hippocampus (Alakuijala et al., 2006) and consequent decline
in excitatory transmitters release (Lydiard, 2003). Hippocampal GA-
BAergic dysfunction has one of the key roles in pathogenesis of various
mood disorders (Brambilla et al., 2003) and anxiety (Brambilla et al.,
2002; Naseri et al., 2014). It has been described that the decrease in
BDNF content in post traumatic stress disorder (PTSD) resulted in an-
xiogenic effect, probably due to decrease in GABA-A receptor activity
(Nemeroff, 2003). PTSD-induced decline in BDNF was accompanied
with reduction in number of hippocampal neurons and hippocampal
atrophy (Zen'ko et al., 2014).
Considering the fact that numerous mediators are involved in
behavioral manifestation of neuroinflammation, the aim of this study
was to evaluate the impact of Gal-3 in alterations of anxiety levels
under physiological conditions, as well as following acute inflammation
induced by LPS. On the other hand, recently Chaudoin and Bonasera
have shown that mice lacking Gal-3 function have decreased home cage
movement at age of 2–3month as well as at age 6–7months (Chaudoin
and Bonasera, 2018). Here we provide evidence that Gal-3 deletion has
dual effect on anxiety: an anxiogenic effect in healthy mature animals
and attenuation of anxiety in neuroinflammatory condition induced by
LPS. We also show that behavior changes occur simultaneously with
alterations in expression of BDNF, proinflammatory cytokines and TLR4
in hippocampus.
2. Materials and methods
2.1. Ethical approvals
The study was carried out in strict accordance with the European
Directive for welfare of laboratory animals N° 86/609/EEC and prin-
ciples of Good Laboratory Practice, and according to ARRIVE guide-
lines. All experiments were approved by the by Ethical Committee of
the Faculty of Medical Sciences, University of Kragujevac, Serbia.
2.2. Animals and treatment
Male, 20-week-old WT C57BL/6 and Gal-3−/− (LGALS3−/−)
C57BL/6 mice were used for the experiment. The age of mice in the
experiments corresponds to adult human males, approximately 30 years
old (Flurkey et al., 2007). Mice homozygous for the disrupted Gal-3
gene were obtained by targeted disruption of this mouse gene in
C57BL/6 embryonic stem cells (Hsu et al., 2000). Gal-3−/− and WT
C57BL/6 mice of the same substrain were kept in the appropriate fa-
cilities (Faculty of Medical Sciences, University of Kragujevac, Serbia)
under standard laboratory conditions (3–5 animals per cage, at the
temperature of 23 ± 1 °C, with a 12/12 h light/dark cycle), with free
access to food and water. Each Gal-3−/− and WT C57BL/6 group
consisted of 8 mice. Animals were littermates and Gal-3 deletion was
verified by PCR. Experiments were carried out under control conditions
as well as in the presence of acute neuroinflammation (24 h after the
application of LPS).
2.3. Induction of neuroinflammation
Animals in experimental groups were intraperitoneally injected
with a single dose of Lipopolysaccharides, LPS (from E. coli 055:B5;
L2880, Sigma-Aldrich) 5mg/kg (0.5 ml), while the control groups were
intraperitoneally given the same volume of 0.9% saline (Qin et al.,
2007).
2.4. Behavioral testing
Behavioral testing was performed by means of open field and ele-
vated plus maze tests. The mice were placed in the testing room for
1–2 h prior to the initiation of each test. At the end of each test re-
cording the animals were removed from the mazes and the experi-
mental fields were thoroughly cleaned in order to remove possible in-
terfering scents. During the trials the experimenter was not present in
the test room.
All tests were recorded by digital video camera mounted above the
mazes at appropriate heights. Video files from the open field and the
elevated plus maze were analyzed using Ethovision software [version
XT 12], an integrating video tracking system for automatic recording of
activity movement and interactions of animals [Noldus Information
Technology, the Netherlands].
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2.4.1. Open field test
The open field (OF) test is one of the commonly used tests for the
evaluation of general motor activity in animal models. It represents a
very popular animal model for quantification of anxiety-like behavior.
The apparatus consisted of a grey wood square arena
(40× 40×15 cm). At the beginning of test each animal was placed in
the centre of arena. The moving pattern in arena shows information
about anxious-like state. Activity of mice was recorded for a period of
5min and then analyzed. The following parameters were scored: the
total distance moved (TDM), the movement - time duration of moving
(M), the cumulative duration in centre zone (CDCZ), the frequency in
centre zone (FCZ) and the number of rearings (R). The frequency and
cumulative duration in the centre zone (Heiderstadt et al., 2000), as
well as the parameters of locomotor activity (Prut and Belzung, 2003),
may be considered as indicators of anxiety. Since the number of rear-
ings has been used as the parameter of exploratory activity (Archer,
1973), and exploratory drive is in conflict with fear of the unknown, i.e.
anxiety (Lalonde et al., 2004), the number of rearings can also be
considered as indicator of anxiety level.
2.4.2. Elevated plus maze
Anxiety-like behavior has also been evaluated by means of elevated
plus maze (EPM) test. The apparatus for EPM test for mice consisted of
two open (33× 10 cm) and two enclosed arms (33×10×15 cm) and
an open roof with the entire maze elevated 80 cm from the floor. Each
animal was placed in the centre of EPM with head facing toward the
open arm. Animals were allowed 5min for free exploration. This test
allows determining emotional reactivity of animals by means of a
conflict between secure parts of the maze (2 enclosed arms) and aver-
sive parts of the maze (open arms). Following parameters of EPM test
were estimated: the total distance moved (TDM), the movement - time
duration of moving (M), the cumulative duration in open arms (CDOA),
the frequency to open arms (FOA) and the number total exploratory
activity (TEA) episodes. The number of TEA episodes was calculated as
the sum of patterns of exploratory activity observed in closed arms
(number of rearings) and in open arms (number of rearings and head-
dippings), representing the overall exploratory activity in EPM
(Selakovic et al., 2016). The number of entries and cumulative duration
in open arms are considered as direct indicators of anxiogenic effect
(Pellow et al., 1985; Pellow and File, 1986).
2.5. RNA isolation and real-time PCR analysis
Total RNA was extracted from hippocampal supernatant using
TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA) according to the manu-
facturer’s instructions. Total RNA (μg) was reverse transcribed using
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
Foster City, California, USA). Real-time quantitative PCR was per-
formed using Thermo Scientific Luminaris Color HiGreen qPCR Master
Mix (Applied Biosystems, Foster City, California, USA) and mRNA
specific primers for IL-6, TNF-α, GABA-A receptor subunit α2/Gabra2,
GABA-A receptor subunit α5/Gabra5, BDNF and β-actin as a house-
keeping gene (Invitrogen, Carlsbad, CA). PCR reactions were done in a
Mastercycler ep realplex (Eppendorf, Hamburg, Germany). Data were
analyzed and relative gene expression was calculated according to
Livak and Schmittgen (Livak and Schmittgen, 2001).
2.6. Measurement of cytokines in hippocampal tissue homogenates
Mouse hippocampi were homogenized in 200 µl of ice cold PBS
supplemented with Protease inhibitor cocktail (P8340, Sigma Aldrich,
USA) with a glass homogenizer on ice. The suspension was subjected to
ultrasonication and after that homogenates were centrifugated for
15min at 1500×g. Supernatant was removed and stored at −80 °C.
Concentrations of IL-6 and TNF-α in hippocampal homogenates
were determined using the commercial enzyme-linked immunosorbent
assay [ELISA] sets [R&D Systems, Minneapolis, MN], according to the
manufacturer’s instructions.
2.7. Patohistological analysis
After sacrificing the mice, brains were extracted, fixated in 10%
formaldehyde and immersed in paraffin. 5 μm thick coronal brain sec-
tions (approximately 1.7 mm from bregma), as described by Paxinos
and Franklin (Paxinos and Franklin, 2001), were deparaffinized, rehy-
drated and treated with citrate buffer (pH 6.0) in a microwave for an-
tigen restoration. Hydrogen peroxide (3%) was used to block the ac-
tivity of endogenous peroxidase. Immunohistochemical staining was
performed by incubating deparaffinized hippocampus tissue sections
with primary rabbit anti-BDNF antibody (ab108319, Abcam, Cam-
bridge, UK) overnight at room temperature. Staining was visualized by
using Expose mouse and rabbit specific HRP/DAB detection IHC Kit
(ab80436, Abcam, Cambridge, UK). Sections were counterstained with
Mayer’s hematoxylin and photomicrographed by light microscope
(Olympus BX51, Japan) equipped with a digital camera. Results are
presented as a mean count of positive stained cells per mm2 in all three
regions of hippocampus (CA1, CA2/3, DG), as well as in total hippo-
campal sections (Fig. 1).
Patohistological analysis was also performed using HE staining.
Patohistological confirmation of neuroinflammation, manifested by
perivascular inflammatory infiltrate in brain tissue, was observed in
both WT and Gal 3−/−mice (Fig. 2), with more robust infiltrate in WT
Fig. 1. Immunohistochemical expression of BDNF positive cells in mice hip-
pocampus in specific hippocampal regions – CA1, CA2/3, and DG.




The data presented herein were expressed as the means ± S.E.M.
Parameters were initially submitted to Levene’s test for homogeneity of
variance and to Shapiro-Wilk test of normality. Comparisons between
groups were performed using One-way ANOVA, followed by
Bonferroni, and Scheffe post hoc analysis (for immunohistochemistry).
Pearson's coefficient of correlation was used to analyze relationships
between parameters, and simple linear regression analyses were per-
formed. A value of p < 0.05 was considered to be significant.
Statistical analysis was performed with SPSS version 20.0 statistical
package (IBM SPSS Statistics 20).
3. Results
The open field test was used in order to assess locomotor activity
and anxiety like behavior (Prut and Belzung, 2003). As shown in Fig. 3,
LPS application resulted in significant alterations in all parameters
obtained in OF test. These mice showed clear anxiogenic effects by
means of significant decline in direct indicators of anxiety in OF test,
CDCZ and FCZ (Fig. 3A, B), in both WT and Gal-3 deficient animals,
although the decrease in CDCZ was not significant in Gal-3−/− mice
(F= 11.899 and 27.569; p < 0.01, respectively; df= 3). The similar
effect following LPS administration was manifested as diminished lo-
comotor (Fig. 3C, D), as well as exploratory (Fig. 3E) activity in all
experimental groups (F= 16.135, 28.284 and 15.753; p < 0.01, re-
spectively). However, it is worth to notice that Gal-3 deficiency resulted
in significantly less pronounced reduction in the time moving (Fig. 3D)
following LPS administration compared to WT animals (p < 0.05).
Interestingly, under basal conditions Gal-3−/− mice expressed in-
creased anxiety levels by means of significant decline in both direct
parameters of anxiety, CDCZ and FCZ (Fig. 3A, B), compared to WT
animals.
The parameters obtained in EPM test (Fig. 4) showed even more
obvious behavioral differences based on Gal-3 deficiency both prior and
24 h after LPS-induced inflammation. Under basal conditions, sig-
nificant reduction in both principal parameters for anxiety levels esti-
mation in EPM test, CDOA and FOA (Fig. 4A, B) was observed in Gal-
3−/− mice (F= 7.27 and 10.658, p < 0.01 and p < 0.05, respec-
tively). In contrary, LPS administration resulted in significant decrease
in both CDOA and FOA, while Gal-3−/− animals showed no altera-
tions in those parameters when compared to basal conditions,
resembling the higher values compared to WT mice (Fig. 4B). The si-
milar type of behavioral alteration was manifested by means of ex-
ploratory activity patterns in EPM (Fig. 4E). Gal-3 deficient animals
confirmed increased anxiety levels by reduction in the number of TEA
episodes under basal conditions compared to WT mice (F=27.082,
p < 0.01). However, unlike WT animals, Gal-3−/− mice showed no
reduction in exploratory activity 24 h following LPS administration,
maintaining the basal values that were above (p < 0.05) the values in
WT animals following LPS-induced inflammation. The impact of Gal-3
deficiency on locomotor activity, expressed by means of TDM and TM,
was not statistically significant under basal conditions (Fig. 4C, D), but
the reduction in locomotion observed in EPM test was significantly
more pronounced in WT mice compared to Gal-3 deficient animals
(F= 15.716 and 15.533, p < 0.01, respectively).
The relative gene expression of IL-6 in mice hippocampus, as well as
hippocampal content of IL-6, under basal conditions (Fig. 5A and C)
was significantly lower in Gal-3 deficient mice compared to WT animals
(F= 20.585 and 37.791, p < 0.05 and < 0.01, respectively). How-
ever, 24 h following LPS-induced neuroinflammation, the relative gene
expression and hippocampal content of IL-6 significantly increased in
WT group (p < 0.01) with no change in Gal-3−/− animals, by means
of either relative gene expression or IL-6 content in hippocampus. The
increase in IL-6 gene expression and hippocampal content observed in
WT animals during acute neuroinflammation was significantly higher
compared to Gal-3 deficient animals (p < 0.01) after LPS administra-
tion. On the other hand, Gal-3 deficiency did not result in significant
decrease in the relative gene expression and content of hippocampal
TNF-α (Fig. 5B and D), under basal conditions (F=75.973 and
164.476). Twenty-four hours following LPS administration, significant
increase in both TNF-α relative gene expression and concentration in
hippocampus was observed in both WT and Gal-3 deficient mice
(p < 0.01), with notable more pronounced augmentation in relative
gene expression (p < 0.05), as well as in hippocampal TNF-α content
(p < 0.01), in WT animals. Gal-3 deficiency did not affect hippo-
campal TLR4 expression (Fig. 6) under basal conditions. In contrary,
after LPS injection, both WT and Gal-3−/− animals showed significant
increase in TLR4 expression (F=21.626, p < 0.01). However, LPS-
induced increase in hippocampal TLR4 expression (p < 0.01), was
significantly lower in Gal-3 deficient in comparison to WT mice.
As shown in Fig. 7, LPS-induced inflammation resulted in significant
decrease in hippocampal BDNF relative gene expression in WT mice
with no effect in Gal-3−/− mice (F= 9.702, p < 0.01). On the other
hand, Gal-3 deficiency, under basal conditions was accompanied with
significantly lower BDNF expression compared to WT animals
(p < 0.01). Distribution of hippocampal BDNF immunoreactive cells
(Fig. 8) showed significant regional differences based on both Gal-3
deficiency and inflammation. Gal-3 deficient mice showed lowered
BDNF immunoreactivity in CA1 region (Fig. 8A) compared to WT ani-
mals under basal conditions (F=3.923, p < 0.05). However, neither
WT nor Gal-3 deficient mice expressed statistical significant alterations
in the number of BDNF immunoreactive cells in CA1 region 24 h fol-
lowing LPS administration. In contrary, LPS-induced inflammation
significantly reduced BDNF immunoreactivity in CA2/3 region and DG
(Fig. 8B, C) in both WT and Gal-3 deficient animals (F= 42.325 and
4.595, p < 0.01 and p < 0.05, respectively), although the decline in
BDNF cells was not significant in DG following LPS-administration in
Gal-3 deficient mice. The total number of BDNF immunoreactive cells
in hippocampal section (Fig. 8D) was significantly decreased 24 h fol-
lowing LPS-administration in WT animals, as well as in Gal-3 deficient
mice (F=38.323, p < 0.01 and p < 0.05, respectively), while the
number of BDNF positive cells was significantly lower compared to WT
mice under basal conditions (p < 0.01).
Subunit 2 of GABA-A receptor, the most specific subunit for some
brain regions (including hippocampus), relative gene expression was
significantly reduced in Gal-3 deficient mice (F= 9.397, p < 0.01)
compared to WT animals under basal conditions (Fig. 9A). However,
Fig. 2. Inflammatory infiltrate in mice brain coronal sections. Upper panel –
HE, ×10; lower panel – HE, ×40.
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LPS-induced inflammation showed no effect on GABA-AR2S in Gal-3
deficient animals, unlike the WT animals where the inflammation re-
sulted in significant decline in GABA-AR2S (p < 0.05). Although, Gal-
3 deficiency resulted in significant reduction in GABA-AR5S
(F= 25.462, p < 0.01) under basal conditions (Fig. 9B), LPS-induced
increase in GABA-AR5S was significant only in Gal-3 deficient mice
(p < 0.01).
As shown in Supplementary file, the relative hippocampal gene
expression of both analyzed cytokines, IL-6 (I-A) and TNF-α (I-B), sig-
nificantly and positively correlated to BDNF gene expression in mice
hippocampus under basal conditions. The increased gene expression
and hippocampal content (Fig. 5) of those cytokines induced by the LPS
administration, also strongly (but negatively) correlated to hippo-
campal relative BDNF gene expression (II-A, B). Furthermore, the
simple regression analysis revealed that the hippocampal relative BDNF
gene expression significantly correlated with two estimated GABA-A
receptor subunits (GABA-AR2S and GABA-AR5S) under basal condi-
tions (I-C, D), as well as during the LPS-induced acute inflammation (II-
C, D). Furthermore, GABA-A receptor subunits relative gene expression
in hippocampus significantly correlated with two main parameters for
estimation of anxiety levels in behavioral testing performed in this
study (CDCZ and CDOA) under basal conditions (I-E, F). Also, the
hippocampal relative gene expression of those GABA-A receptor sub-
units, significantly correlated with the same anxiety levels parameters
24 h following acute inflammation (II-E, F).
4. Discussion
The aim of this study was to evaluate the impact of Gal-3 deficiency
in alterations of anxiety state levels under basal conditions, as well as
following acute inflammation. In this study both factors (inflammation
and Gal-3 deficiency) confirmed individual influence on anxiety level in
mice. The parameters that are commonly used in evaluation of anxiety
level are usually obtained in OF (Seibenhener and Wooten, 2015) and
EPM (Walf and Frye, 2007) tests. Gal-3 deficiency showed clear an-
xiogenic effect under basal conditions, confirmed by means of the main
anxiety indicators obtained in both OF and EPM tests (Fig. 3A, B and
Fig. 4A, B). To our knowledge, no previous study offered the informa-
tion for the role of Gal-3 in modulation of anxiety levels under standard
conditions (no inflammation and/or any other pathophysiological me-
chanism induced). The principle anxiogenic outcome of Gal-3 defi-
ciency that was quantified by means of direct anxiety indicators in OF
and EPM tests can be additionally confirmed by the alterations in the
exploratory activity. As exploratory activity, by means of various
Fig. 3. Changes in parameters obtained in OF test under basal conditions and 24 h following LPS administration: (A) cumulative duration in centre zone, (B)
frequency to centre zone, (C) total distance moved, (D) time moving, (E) number of rearings. Values are expressed as means ± S.E.M. for eight animals per group,
*p < 0.05, **p < 0.01.
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parameters obtained in different behavioral tests, can be significantly
affected by anxiety state level, so it may be also considered as an in-
dicator of anxiety (Ennaceur, 2014). Decreased locomotor activity in
Gal-3 deficient animals observed in both OF and EPM test under basal
conditions is in accordance with recent results that also described de-
creased locomotion in Gal-3 deficient mice, although not in behavioral
testing, but in home cage (Chaudoin and Bonasera, 2018). Since Prut
and Belzung (Prut and Belzung, 2003) suggested that alterations in
locomotor activity could be count for estimation of anxiety, our ob-
servation considering decreased locomotion in Gal-3 deficient animals
under basal conditions, may also be interpreted as indirect confirmation
of anxiogenic consequence of Gal-3 deletion. Under basal conditions,
the anxiogenic effect of Gal-3 deletion was accompanied with reduction
of hippocampal relative gene expression and concentration of IL-6 and
TNF-α, although not significant for TNF-α, in comparison to WT mice
(Fig. 5). There is plethora of evidence, including our own, that Gal-3
deletion attenuates production of proinflammatory cytokines in various
immune and resident cells involved in inflammation in different dis-
eases (Arsenijevic et al., 2016; Simovic Markovic et al., 2016; Volarevic
et al., 2012, 2015; Jiang et al., 2009). These also include central ner-
vous system inflammation (Shin, 2013). Gal-3 deletion attenuates
production of proinflammatory cytokines (TNF-α and IL-6) of innate
and Th1-dependent immunity (IFN-γ). The deletion of Gal-3 under
basal conditions did not significantly affect hippocampal TLR4 ex-
pression (Fig. 6). This is in line with previous report that underlined
that not all cytokines, including TNF-α, levels in brain tissue was
completely mediated via TLR4 (Burguillos et al., 2015). Further, Fe-
menia and coworkers reported that in basal conditions TLR4 knockout
mice displayed increased anxiety-like phenotype (Femenia et al., 2018).
Gal-3 deficiency under basal conditions, beside the anxiogenic effect
observed in behavioral tests, also resulted in significant decline in BDNF
relative gene expression (Fig. 7). The number of BDNF immunoreactive
cells was significantly reduced in the hippocampal sections (Fig. 8D)
due to noticeable decline of immunoreactivity predominantly in CA1
region (Fig. 8A). At the same time, Gal-3 deficiency was accompanied
to significant reduction in relative gene expression of GABA-A receptors
subunits 2 and 5 in hippocampal tissue.
On the other hand, Gal-3 deficiency resulted in attenuation of an-
xiogenic effect induced by LPS administration that was expressed in WT
animals, recently described by Yang and coworkers (Yang et al., 2016),
by means of direct indicators of anxiety obtained in OF (Fig. 3A, B) and
EPM (Fig. 4A, B) tests. The same anxiolytic manifestation of Gal-3 de-
ficiency following LPS-induced inflammation was confirmed by ex-
ploratory activity (Fig. 4E) and locomotion in EPM test (Fig. 4C, D), but
Fig. 4. Changes in parameters obtained in EPM test under basal conditions and 24 h following LPS administration: (A) cumulative duration in open arms, (B)
frequency to open arms, (C) total distance moved, (D) time moving, (E) total exploratory activity. Values are expressed as means ± S.E.M. for eight animals per
group, *p < 0.05, **p < 0.01.
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not in OF test. Deletion of Gal-3 during acute neuroinflammation at-
tenuated the LPS-induced increase in IL-6 compared to basal conditions
(Fig. 5A), and TNF-α in comparison to WT animals (Fig. 5B). At the
same time, after LPS application both WT and Gal-3 deficient animals
showed increased hippocampal TLR4 expression; however the aug-
mentation of TLR4 expression was significantly more prominent in WT
mice (Fig. 6). Although we did not tested relationship between TLR4
and Gal-3 in our model it is interesting to note that the previous studies
described anti-inflammatory effect of Gal-3 deficiency in LPS-induced
inflammatory mechanism via TLR4 (Burguillos et al., 2015). Gal-3 de-
ficiency, 24 h after LPS application, also prevented the decline in BDNF
relative gene expression (Fig. 7), as well as the reduction of BDNF
immunoreactivity in CA1 and DG, while significant reduction in the
number of BDNF immunoreactive cells following acute inflammation
was observed in CA2/3 and in total hippocampal section (Fig. 8). No-
tably, the decrease of hippocampal BDNF immunoreactivity (Fig. 8D)
24 h following LPS administration was more pronounced in WT com-
pared to Gal-3 deficient animals (34% vs. 12.5%). Furthermore, the
deletion of Gal-3 averted mitigation of GABA-A receptor subunits 2
expression induced by LPS, and was also manifested by increased
GABA-A receptor subunits 5 expression following LPS administration
(Fig. 9A, B).
The possible explanation for the anxiogenic effect of Gal-3 defi-
ciency (under basal conditions) could be found on the base of previous
reports that confirmed the positive correlation between galectin and the
other growth factors, such as VEGF, bFGF (Markowska et al., 2010) and
IGF-1 (Lalancette-Hébert et al., 2012) levels. Based on the results ob-
tained in this study, it seems that the lack of Gal-3 can also affect BDNF
expression in hippocampus. The results obtained in this study con-
firmed that proinflammatory cytokines (IL-6 and TNF-α) expression in
hippocampus significantly correlated to hippocampal BDNF expression.
Interestingly, the positive correlation between IL and 6 and TNF-α with
BDNF expression was observed under basal conditions (Supplementary
file I-A, B), while the increased LPS-induced expression of those
proinflammatory cytokines resulted in the negative correlation
(Supplementary file II-A, B). The observed variable relationship
Fig. 5. The relative gene expression and total content of IL-6 (A, C) and TNF-α (B, D) in mice hippocampus. Values are expressed as means ± S.E.M. for eight
animals per group, *p < 0.05, **p < 0.01.
Fig. 6. The relative gene expression of TLR4 in mice hippocampus. Values are
expressed as means ± S.E.M. for eight animals per group, **p < 0.01.
Fig. 7. The relative gene expression of BDNF in mice hippocampus. Values are
expressed as means ± S.E.M. for eight animals per group, **p < 0.01.
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Fig. 8. Immunohistochemical expression of BDNF positive cells in the mice hippocampus. Distribution in: (A) CA1 region, (B) CA2/3 region, (C) DG, and (D) total
section of rat hippocampus. Values are expressed as means per mm2 ± S.E.M., *p < 0.05, **p < 0.01. (n=7, 6, 8, 8, for WT basal, WT LPS 24, Gal 3−/− basal,
and Gal 3−/− LPS 24, respectively). Representative images of BDNF IHC staining on paraffin-embedded hippocampi sections (original magnification x40) are
presented on the right side of the panel for each investigated region.
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between those cytokines and BDNF levels was not previously reported,
although there is literature data for both opposite interconnection be-
tween IL and 6 and TNF-α with BDNF levels in central nervous system.
The positive correlation between both investigated proinflammatory
cytokines and BDNF, as observed under basal conditions in this study,
was described in mice hippocampus and brain cortex (Chowdhury
et al., 2018), as well as in trigeminal ganglion neurons (Bałkowiec-Iskra
et al., 2011). In contrary, the negative correlation, as manifested 24 h
following LPS administration in this investigation, is in line with pre-
viously reported down regulation of BDNF by IL-6 and TNF-α in β-
amyloid model of Alzheimer’s disease (Prakash and Kumar, 2014). In-
terestingly, the very similar effect by means of negative correlation
between IL and 6 and BDNF levels was observed in human serum 24 h
following heavy exercise (Verbickas et al., 2018). One of the possible
explanations for those “contradictory” influence of investigated cyto-
kines on BDNF may be found in the fact that negative correlation (as
seen during acute neuroinflammation in this study) was observed under
the circumstances that could be hardly classified as physiological con-
ditions (model of disease accompanied with neuroinflammation and/or
extremely heavy exercise), while the positive correlation (as observed
under basal conditions in this investigation) was noticed under phy-
siological conditions, characterized with lower proinflammatory cyto-
kines levels.
Since it is already known that BDNF may increase neuronal plasti-
city (Mattson et al., 2004) and is required for proper development and
survival of GABAergic neurons (Pillai, 2008), we may assume that the
factors that affect BDNF levels in hippocampus, such as two presented
in this study (Gal-3 deficiency and inflammation), by the mechanism
that probably involves alterations in proinflammatory cytokines (IL-6
and TNF-α) and TLR4 hippocampal expression (during neuroin-
flammation) can induce anxiogenic effect by deprivation of hippo-
campal GABAergic system via negative impact on BDNF. This conclu-
sion is intensely supported by strong positive correlation between
hippocampal BDNF and GABA-A receptor subunits 2 and 5 expression
(Supplementary file I-C, D and II-C, D), and, furthermore, by strong
positive correlation between the same GABA-A receptor subunits ex-
pression and anxiety indicators obtained in behavioral tests
(Supplementary file I-E, F and II-E, F). This is in line with previously
reported data that showed that the GABAergic system in brain is
regulated by BDNF/Tropomyosin-related kinase B (TrkB) pathway
(Xenos et al., 2017).
In conclusion, according to the results obtained in this study it
seems that Gal-3 may have a role in regulation of anxiety level. Under
basal conditions, Gal-3 exerts the anxiolytic effect that was accom-
panied with increased hippocampal BDNF and augmentation of GABA-
A receptors expression in hippocampus. In contrast, after LPS applica-
tion the presence of this molecule correlates with anxiogenic effects.
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Summary. The aim of this study was to investigate the correlations among lifestyles, eating habits, nutritional 
status and intellectual capabilities of adolescents. A cross-sectional study was carried out using anthropomet-
ric measurements and standardized food questionnaire. The sample consisted of 151 adolescents attending a 
secondary school in central Serbia. Academic achievement was estimated through grade point average (GPA) 
in the previous academic year. Intellectual capabilities were expressed through intelligence quotient (IQ) deter-
mined by Cybernetic battery of intelligence (KOG 3). Totally, 14.5% of students were categorized as overweight 
or obese. No strong correlation was found between specific dietary habits and nutritional status of adolescents. 
The percentage of respondents with IQ>110 was higher in the group with increased body mass index (BMI 
percentile>85) compared to that in the group with normal body weight or underweight (38.5% vs. 15.7%). 
Besides, 16.7% of students with BMI percentile<85 and only 7.7% of students with BMI percentile>85 had 
IQ<90. However, Spearman correlation coefficient indicated no strong correlation between IQ test results and 
students’ BMI (ρ=0.144). On the other hand, students with lower academic performance (GPA<3.5) were more 
prone to certain dietary habits such as frequent consumptions of coffee (p=0.002) and fast food (p=0.044). On 
the contrary, sedentary lifestyles were rather typical for adolescents with better academic achievements GPA>3.5 
(p=0.009). A significant correlation was found between students’ IQ and height (Spearman’s ρ=0.352). Al-
though there was no strong correlation between intellectual capabilities and nutritional status of adolescents, 
certain eating habits and lifestyles might be associated with intellectual performance. 
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Introduction
Adolescence is one of the most critical periods 
of intensive physiological, cognitive and psychosocial 
changes, covering the ages of 10 to 19 years (1). Rapid 
physical growth leads to increased demands for nutri- 
ents and micronutrients. Bad nutritional status of ado- 
lescents can induce serious health problems and increase 
the risk for many diseases. Beside the immediate health 
disorders such as anemia, obesity and dental caries, bad 
eating practices can also leave some long-term conse- 
quences (2, 3). Moreover, eating habits adopted in early 
life are likely to be maintained in adulthood.
Overweight and obesity have significantly in-
creased during the last century and they have become 
the most common nutritional disorders among young 
children and adolescents. According to Force Report 
from 2005, every fifth European child is overweight or 
obese (4). The reason for this can be found in bad nu-
tritional habits based on consumption of high-caloric 
foods with low nutritional value, combined with sed-
entary lifestyles and lack of physical activities. Obe-
sity has been identified as an important risk factor for 
development of many serious health conditions such 
as cardiovascular diseases, diabetes mellitus and some 
cancers (5-7). In addition, weight disorders can also 
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induce some mental problems of adolescents, affecting 
their body image perception and their self-esteem (8).
Some researchers have indicated the association of 
obesity with poor cognitive function and decreases in 
brain volume which could possibly reduce intelligence 
quotients (9,10).  Results of certain case–control studies 
have suggested that childhood IQ is inversely associated 
with obesity (11-13). Besides, some studies have indi-
cated that better academic achievements are associated 
with a healthy diet, regular intake of nutritious breakfasts 
and lower consumption of fast foods (14,15). Although 
there is a lot of evidence confirming that malnutrition af-
fects different brain functions, it is interesting to notice 
that a possible correlation between intellectual capabili-
ties and nutritional status might also be interpreted in the 
opposite way: it can be assumed that people with higher 
intellectual capabilities are more aware of the harmful ef-
fects of unhealthy diet and they are more interested in 
developing healthy eating habits and lifestyles. Actually, 
most cross-sectional studies usually conclude that obe-
sity impairs cognitive functions, while most prospective 
longitudinal studies prefer the opposite causal direction: 
they suggest that low intelligence leads to obesity (16). 
Furthermore, there are certain studies that suggest a cor-
relation between IQ-test results and height (17-19). All 
these assumptions are still under investigation and need 
further research to be confirmed.
The main aim of this study was to investigate the 
correlation between nutritional status and intellectual 
capabilities of adolescents. Dietary habits and lifestyles 
of adolescents were investigated with regard to their 
IQ-test scores and academic performances. The cor-
relation between specific eating habits and nutritional 
status was also analyzed. Besides, the paper reports the 
results of estimating the prevalence of obesity and as-
sociated risk factors among high school adolescents in 
one of the largest cities in Serbia.
  
Methods
 A cross-sectional descriptive study was carried 
out during December 2014 in Kragujevac City, in cen-
tral Serbia.  The target subjects were secondary school 
students, 15-19 years old, selected by stratified random 
sampling (a simple random sample was selected from 
each of the four secondary school grades). Totally 151 
students were included, 113 males and 38 females. The 
study was based on anthropometric measurements and 
standardized 1-month recall food-frequency question-
naire which also included questions regarding stu-
dents’ lifestyles and attitudes. The questionnaire was 
self-administered and supervised by investigators.  It 
was approved by the school board and the Faculty of 
Medical Sciences Ethics Committee, University of 
Kragujevac. All the participants have signed a written 
informed consent.
Body weight (kg), was estimated using a beam 
balance OMRON BF511 (Omron Healthcare, Kyoto, 
Japan) with the accuracy of 1%. The measurements 
were taken on barefoot participants wearing light 
clothing. Body fat percentage (BFP) was also mea-
sured by the same balance, using the Bioelectrical Im-
pedance (BI) method. The respondents had to stand 
with their feet slightly apart, holding the grip elec-
trodes with their arms straight out, at the angle of 90 
degrees to the body. The results were interpreted using 
the standards of Gallagher et al. (2000) and McCarthy 
et al. (2006) (20, 21).
Body Mass Index (BMI) was calculated by divid-
ing body weight (in kg) by the square of height (in m) 
and the results were converted to BMI centiles (based 
on the age and gender characteristics). The students 
were classified into different categories, according to 
the WHO 2007 distribution standards (22):
−	underweight (BMI < 5th centile)
−	normal body weight (5th ≤  BMI < 85th centile)
−	overweight (85th ≤  BMI < 95th centile)
−	obesity ( BMI ≥ 95th centile). 
Waist circumference (WC) was also used as an 
indicator of abdominal fat. It was measured as the 
minimum circumference between the lowest rib and 
iliac crest.
Eating behaviors and lifestyles of adolescents 
were assessed using standardized food questionnaire 
of the World Health Organization. The questions 
mainly referred to the frequency of consumption of 
some regular foods like fruits, vegetables, milk and 
milk products, meat, cereals etc. The consumption of 
fast foods, soda drinks, energy drinks, coffee and al-
cohol were also investigated. In addition, questions 
related to students’ physical activities and the average 
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amount of time spent in front of computer and televi-
sion screens were included. Students were also asked 
if they were satisfied with their current eating habits 
and their physical appearance. The responses were cat-
egorised into particular categories (most of them being 
presented in Table 3 and 4).
Intellectual capabilities were defined through 
Cybernetic battery of intelligence, KOG 3 (23). This 
test gives a measure of general intellectual function-
ing, presented in the form of the Wechsler intelligence 
quotient, IQ (70-79 borderline, 80-89 low average, 90-
109 average, 110-119 high average, 120-129 superior). 
Academic achievement at the end of the school year 
was expressed through grade point average (GPA) on a 
scale of 1 to 5 (where 5 indicated the best performance). 
These data were obtained from the school records.
 The size of the sample was determined using 
G-power 3.0.10 (with an expected power of 0.95 and 
significance level α=0.05). Statistical analysis of col-
lected data was carried out using SPSS 20.0 software 
(Statistical Package for the Social Sciences, Institute 
Inc., Chic, IL, USA). The following correlations were 
analyzed:
– eating habits/lifestyles and nutritional status;
– IQ test results/academic achievements and eating 
habits/lifestyles;
– IQ test results/GPA and BMI percentile;
– IQ test results and GPA.  
The dependence of all these variables on gender 
was also examined. The correlations between categori-
cal data  were  investigated  using  chi-square (χ2) test. 
Differences were considered statistically significant at p 
≤ 0.05. Bivariate Spearman correlation analysis was ap-
plied in order to examine the correlations between con-
tinuous variables (IQ test results, GPA and BMI). The 
distribution of continuous variables was previously test-
ed for normality using the Kolmogorov-Smirnov test.
Results
Sample characteristics
The mean age of adolescents was 16.4 ± 1.1 y 
(ranged from 15 to 19 y). Table 1 shows the results of 
anthropometric measurements as well as the indicators 
of intellectual abilities of the studied population. The 
mean value of height, weight, waist circumference and 
circumference of upper arm of boys were significantly 
higher (p < 0.001) than those of girls. 
Anthropometric measurements
The results of BMI and BFP measurements are 
given in Table 2. The most of the students had nor-
mal body weight, 4% were underweight, while 14.5% 
of students were categorized as overweight or obese. 
High BFP was detected in 6% of the students while 
very high BFP was measured in 9.9%. Spearman cor-
relation coefficient showed strong positive correlation 
between BFP and BMI-percentile (ρ=0.557) but there 
was no statistically significant correlation between 
BMI-percentile (or BFP) and gender.
Table 1. The results of anthropometric measurements, IQ tests and academic achievements
Mean ± SD Mean ± SD for boys Mean ± SD for girls
Height [cm] 177.3 ± 9.4 181.0 ± 7.1 166.4 ± 6.9
Weight [kg] 68.9 ± 14.0 72.4 ± 13.1 58.4 ± 11.2
Waist circumference [cm] 78.4 ± 9.7 81.3 ± 8.7 69.4 ± 6.3
Circumference of upper arm [cm] 27.1 ± 3.8 28.3 ± 3.2 23.4 ± 2.9
BFP 19.3 ± 8.1 16.8 ± 7.1 26.6 ± 6.5
BMI-percentile 53.4 ± 28.1 54.5 ± 28.0 50.2 ± 28.7
IQ 99.8 ± 9.8 101.9 ± 9.6 93.4 ± 7.6
GPA 3.6 ± 1.1 3.6 ± 1.1 3.7 ± 1.2
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Eating habits and lifestyles
Table 3 presents eating habits and life styles of 
the students by gender and BMI classification. Overall 
68.2% of the students declared that they never skipped 
breakfast and 21.2% reported having five or more 
meals per day. Having three or less meals per day was 
more common among students with increased body 
weight.
Almost a third of all students claimed they spent 
more than three hours a day in front of a computer. 
This habit was more typical for boys than for girls. 
On the other hand, totally 86.1% of the respondents 
self-declared as physically active, either through orga-
nized sport trainings or individual exercises. Surpris-
ingly, physical activity was more prevalent among the 
students with BMI ≥ 85th. More than half of these 
students admitted they were not satisfied with their 
physical appearance, but only a fifth of them had ever 
been on a diet in order to lose weight.
The frequencies of consuming some particular 
foods and drinks are given in Table 4. A high intake of 
milk and milk products was reported. More than half 
of the sample reported everyday consumption of fruit 
and vegetables. However, fast food appeared to be very 
popular, especially among boys (82.3%) but only 18% 
of all students were aware they had bad eating habits. 
Besides, 4% of the respondents reported everyday con-
sumption of alcoholic and energy drinks, most of them 
being males. These bad habits were more frequent in 
overweight and obese students. 
According to the students’ additional responses, 
the most common way of preparing food was boil-
ing (used by 47.7% of all students - 65.8% of girls 
and 41.6% of boys), while frying had a prevalence of 
45.7%, (more boys than girls, 51.3% vs 28.9%). There 
was a statistically significant correlation between gen-
der and food preparation (p = 0.034), but there was no 
correlation between BMI-percentile and the different 
ways of preparing food.
The questionnaire also included questions related 
to the most popular types of bread, meat, milk prod-
ucts and fat in the diet. White bread was most fre-
quently consumed while only 2% of students reported 
regular consumption of whole-wheat bread. The most 
frequently consumed types of meat were pork (con-
sumed by 66.9% of all students), chicken (41.7%) and 
beef (19.9%). Frequent consumption of deli meats was 
also reported by 45.7% of the respondents. The most 
common type of fat was sunflower oil (used by 88.1% 
of students), followed by animal fat (43%), olive oil 
(22.5%) and butter (17.9%). Daily consumption of yo-
gurt was the highest 80.1%, followed by milk 75.5% 
and cheese 59.3%. Most of the students reported low 
consumption of whole grain cereals, fish and sea food. 
However, no significant correlation between all these 
eating habits and BMI-percentile was found.
IQ test and academic performance 
Table 5 presents intelligence quotients and aca-
demic achievements of the students. IQ-test results 
ranged between 73 and 118. Overweight and obese stu-
dents had slightly higher average IQ (103.5) than those 
with BMI < 85 percentile (99.3). IQ >110 was measured 
in 38.5% of overweight and obese students, while only 
15.7% of the students with BMI < 85 percentile had 
high average IQ. Almost a quarter of the boys had IQ 
>110, while not a single girl had such a high result, pos-
sibly due to the small sample size. However, the grade 
point averages of girls and boys were almost equal. The 
correlation between IQ and academic achievement was 
very low (Spearman ρ=0.109). 
The correlations between eating habits and the 
students’ intellectual capabilities were investigated. 
Table 2. The results of BMI and BFP measurements
Total  [%] Boys [%] Girls [%]
Underweight 4.0 3.5 5.3
Normal 81.5 81.4 81.6
Overweight 7.9 8.0 7.9
Obese 6.6 7.1 5.3
Low BFP 13.9 15.9 7.9
Normal BFP 70.2 68.1 76.3
High BFP 6.0 6.2 5.3
Very high BFP 9.9 9.7 10.5
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Table 3. Lifestyles and eating habits of the adolescents by gender and BMI classification
Lifestyles and eating habits Total  [%]
BMI < 85th 
percentile 
[%]
BMI ≥ 85th 
percentile 
[%]
χ2 test by BMI 






χ2 test by 
gender: 
pearson/df/p 
1. Always having meals at the same time  0.141/1/0.707 0.108/1/0.742
Yes 35.1 34.1 40.9 36.3 31.6
No 64.9 65.9 59.1 63.7 68.4
2. Number of meals per day 3.225/2/0.199 2.563/2/0.278
≤3 41.7 38.8 59.1 38.1 52.6
4 37.1 39.7 27.3 38.9 31.6
≥5 21.2 22.5 13.6 23.0 15.8
3. Skipping breakfast  0.063/1/0.802 0.327/1/0.567
Yes 31.8 31.0 36.4 30.1 36.8
No 68.2 69.0 63.6 69.9 63.2
4. Eating after 10 pm 5.808/2/0.055 1.497/2/0.473
Every day 28.5 31.8 9.0 31.0 21.1
Sometimes 42.4 26.3 45.5 41.6 44.7
Never 29.1 41.9 45.5 27.4 34.2
5. Varying in weight ≥ 5kg 2.944/1/0.086 0.496/1/ 0.481
Yes 49.0 45.7 68.2 46.9 55.3
No 51.0 54.3 31.8 53.1 44.7
6. Ever being on a diet 9.652/1/0.004 3.134/1/0.045
Yes 6.0 3.1 22.7 3.5 13.2
No 94.0 96.9 77.3 96.5 86.8
7. Satisfied with the physical appearance 11.607/1/0.010 2.556/1/0.147
Yes 69.5 75.2 36.4 73.5 57.9
No 30.5 24.8 63.6 26.5 42.1
8. Physical activity ≥ 2 times a week 1.220/2/0.541 6.638/2/0.210
Sports training 28.5 29.5 22.7 33.6 13.2
Exercising on their own 57.6 55.8 68.2 54.9 65.8
No 13.9 14.7 9.1 11.5 21
9. Time spent in front of computer 0.278/2/0.430 5.764/2/0.056
>3h 27.2 27.1 27.3 30.1 18.4
1-3 h 49.7 50.4 45.4 51.3 44.7
<1h 23.1 22.5 27.3 18.6 36.9
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Table 4. The frequencies of consuming some foods and drinks
Consumption of: Total  [%] 
BMI < 85th 
percentile 
[%]
BMI ≥ 85th 
percentile 
[%]
χ2 test by BMI 






χ2 test by gender: 
pearson/df/p
1. Meat 0.765/1/0.332 0.689/1/0.407
Every day 33.1 34.9 22.7 35.4 26.3
Sometimes 66.9 65.1 77.3 64.6 73.7
2. Milk and milk products 0.277/1/0.270 0.054/1/0.680
Yes 95.4 96.1 90.9 94.7 97.4
No 4.6 3.9 9.1 5.3 2.6 
3. Vegetables 0.000/1/1.000 0.639/1/0.543
Every day 55.0 55.0 54.5 53.1 60.5
Rarely 45.0 45.0 45.5 46.9 39.5
4. Fruit 0.203/1/0.637 1.425/1/0.233
Every day 61.6 60.5 68.2 58.4 71.1
Rarely 38.4 39.5 31.8 41.6 28.9
5. Nuts 1.010/2/0.604 0.747/2/0.688
Yes 39.1 38.8 40.9 38.9 39.4
No 8.6 7.8 13.6 9.7 5.3
Sometimes 52.3 53.4 45.5 51.4 55.3
6. Whole grain cereals 0.000/1/1.000 6.016/1/0.215
Yes 39.7 39.5 40.9 33.6 57.9
No 60.3 60.5 59.1 66.4 42.1
7. Added salt 0.544/1/0.334 0.452/1/0.501
Yes 84.8 86.0 73.5 83.2 89.5
No 15.2 14.0 26.5 16.8 10.5
8.Fast food  0.000/1/0.778 1.570/1/0.165
Yes 79.5 79.8 77.3 82.3 71.1
No 20.5 20.2 22.7 17.7 28.9
9.Fish and seafood 0.007/1/0.817 0.053/1/0.818
Regulary 42.4 41.9 45.5 43.4 39.5
Rarely or never 57.6 58.1 54.5 56.6 60.5
Continued...
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Table 4. The frequencies of consuming some foods and drinks
10. Alcoholic drinks 4.510/2/0.273 0.273/1/0.601
Every day 4.0 3.1 9.1 5.3 0.0
Sometimes 59.6 62.8 40.9 56.6 68.4
Never 36.4 34.1 50 38.1 31.6
11. Energy drinks 2.480/2/0.289 1.863/1/0.172
Every day 4 3.1 9.1 4.4 2.6
Sometimes 49 48.1 54.5 52.2 39.5
Never 47 48.8 36.4 43.4 57.9
12. Coffee 0.191/2/0.909 0.729/2/0.694
Every day 23.8 23.3 27.3 22.1 28.9
Sometimes 22.6 22.4 22.7 23 21.1
Never 53.6 54.3 50 54.9 50
13. Sweetened juices 1.509/2/0.470 0.004/2/0.988
Every day 36.4 35.7 40.9 36.3 36.8
Sometimes 58.3 58.1 59.1 58.4 57.9
Never 5.3 6.2 0.0 5.3 5.3
14. Carbonated drinks 3.119/2/0.210 3.755/2/0.153
Every day 24.5 22.5 36.4 25.7 21.1
Sometimes 62.3 65.1 45.5 58.4 73.7
Never 13.2 12.4 18.1 15.9 5.2
Continued...
Table 5. IQ and grade point average (GPA) by gender and body mass index (BMI percentile)
IQ < 90 90 ≤ IQ ≤ 110 IQ >110  GPA ≤ 3.5 GPA > 3.5
BMI percentile < 85 16.7% 67.6% 15.7% 23.5% 76.5%
BMI percentile >85 7.7% 53.8% 38.5% 30% 70%
Boys 11.6% 64% 24.4% 25.7% 74.3%
Girls 27.5% 72.4% 0% 21.1% 78.9%
Total 15.6% 66.1% 18.3% 24.5% 75.5%
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Students with low academic achievements (GPA<3.5) 
reported higher frequencies of consuming red meat, 
deli meats, fast food, coffee, and alcohol. The consump-
tion of carbonated and energy drinks, as well as eating 
after 10 pm were also more common among the stu-
dents with low academic achievements. On the other 
hand, these students (GPA<3.5) were more interested 
in sport training and they spent less time in front of a 
computer. The difference in consuming beef (p=0.026), 
fast food (p=0.044), coffee (p=0.002), and physical ac-
tivities (p=0.009) were statistically significant. 
Besides, a significant correlation was found be-
tween students’ IQ-test score and height (Spearman’s 
ρ=0.352).
Discussion
The study revealed that 7.9% of the students were 
overweight. This result is either comparable to or sig-
nificantly lower than the values reported from other 
countries (24-26). The prevalence of obese children 
(6.6%) is quite low in comparison to the data ob-
tained in some developed countries like USA (15%), 
UK (20%) and France (14%) (26). In contrast to some 
other studies (24, 28, 29), no significant difference was 
observed in the prevalence of overweight and obesity 
among males and females. Females increase their body 
fat mass during puberty while boys, in contrast, stabi-
lise their fat mass and enlarge their fat-free mass (30). 
However, female adolescents are generally more con-
cerned about their weight status and they are more in-
clined to dieting. They are also more interested in de-
veloping healthy eating habits. Accordingly, the study 
confirmed that boys had higher prevalence of consum-
ing fast foods, red meat, alcohol and energy drinks. 
On the other hand, skipping breakfast is more 
common among girls than boys. Although this dif-
ference was not found to be statistically significant, 
it confirmed the results of some previous studies (31, 
32). Regular breakfast consumption was reported by 
68.2% of all students, with higher prevalence among 
the students with normal weight. It has already been 
suggested that skipping breakfast is associated with in-
creased risk of cardiovascular diseases and obesity (33, 
34). Breakfast intake may also have positive effects on 
students’ cognitive functions related to memory, test 
grades, and school achievements (35). However, this 
study found no significant correlation between break-
fast pattern and GPA (or IQ test results). 
Furthermore, 41.7% of the students reported 
having only three or less meals per day. This percent 
is lower than those obtained for the majority of Eu-
ropean students (36,37). New recommendations for 
adequate and balanced nutrition propose having five 
meals (three main meals and two snacks) per day. 
More than half of the students reported everyday 
consumption of fruit and vegetables, which is more in 
comparison to other countries (38). This can be consid-
ered as a very good habit since the regular intake of fruit 
and vegetables can improve protection against obesity, 
cardiovascular diseases, and even some types of cancer 
(39, 40). A higher percentage of girls than boys reported 
frequent consumption of fruits and vegetables. 
Many studies have supported positive effects of 
physical activity on the body weight status of youth 
and adults (41-44). The present study found a high 
percentage of students who declared themselves as 
very active. Boys were more physically active than 
girls, confirming the results of some previous studies 
(45,46). However, no significant correlation was found 
between physical activity and students’ BMI. Over-
weight and obese students appeared to be even more 
active than those with normal body weight. This could 
be explained by the fact that students with high BMI 
were rather concerned about their health and physical 
appearance and many of them reported doing exercises 
in order to lose weight. 
Almost one third of the respondents reported 
spending more than three hours a day in front of a 
computer screen. More boys than girls seemed to be 
addicted to computers and Internet. Sedentary life-
styles increase the risk of obesity, cardiovascular dis-
eases, diabetes, and colon cancer (47, 48).   
Although there is a number of studies indicating 
an inverse association between intellectual capabili-
ties and obesity (11-13,49,50), the results of our in-
vestigation could not confirm this association. How-
ever, similar results have been reported by some other 
authors too (51-53). Our study has even found a bit 
higher average intelligence quotient in overweight and 
obese students, but the correlation between IQ score 
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and BMI-percentile was not statistically significant 
(ρ=0.144). However, these students (BMI percen-
tile>85) had lower academic achievements and slightly 
lower GPA. One possible reason for this may be the 
fact that obesity can cause some mental problems such 
as low self-esteem, anxiety disorders or depression that 
can reduce students’ academic performances (54,55). 
On the other hand, students with higher intellectual 
capabilities seem to have healthier eating habits but 
less physical activities. Although the association be-
tween intellectual capabilities and nutritional status 
was not confirmed, a significant correlation was found 
between students’ IQ-score and height. This result is 
in agreement with some previous studies (17-19) and 
can be explained by both, genetic and environmental 
factors (56,57).
Conclusions
The prevalence of obesity is relatively low in com-
parison to developed countries. No statistically signifi-
cant correlation was found between eating habits and 
students’ body mass index. It suggests that weight sta-
tus of adolescents is also influenced by many other fac-
tors such as genetics, hormonal status, socioeconomic 
status etc. Students’ dietary habits were not associated 
with their intellectual capabilities. Students with lower 
academic achievements were more prone to some bad 
eating habits, but they also reported to be more physi-
cally active than those with better school outcomes. 
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ABSTRACT
Osteoporosis is a progressive bone disorder that can be infl u-
enced by many diff erent factors. A cross-sectional study has been 
conducted with the aim to assess the prevalence of risk factors 
as well as to identify the possible causes of improvement of the 
disease. Th e study population consisted of 97 women older than 
35 who had previously been diagnosed with osteoporosis. Dual-
energy X-ray Absorptiometry (DXA) scan was used to determine 
bone mineral density (BMD) in order to assess the current state 
of the disease. Th e participants were asked to complete a stan-
dardized IOF (International Osteoporosis Foundation) question-
naire. According to BMD measurements, 24.7% of women had 
normal bone density while 18.6% had T-score lower than -2.5. 
Th ere was a statistically signifi cant correlation between T-score 
and the history of previous bone fractures. Besides, a relatively 
high prevalence of certain risk factors (such as underweight, early 
menopause, oophorectomy, thyroid and parathyroid disorders 
etc.) was observed in woman with osteoporosis.
Keywords: osteoporosis; osteopenia; bone mineral den-
sity; T-score; risk factors
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SAŽETAK
Osteoporoza predstavlja progresivni poremećaj kostiju 
koji nastaje pod uticajem velikog broja faktora.Studija pre-
seka je sprovedena sa ciljem da se proceni prevalenca faktora 
rizika, kao i da se identifi kuju eventualni uzroci poboljšanja 
bolesti. Studija je obuhvatila 97 žena, starijih od 35 godi-
na, sa prethodno dijagnostikovanom osteoporozom. Metod 
dvostruke apsorpciometrije X-zraka (DXA) je upotrebljen 
za određivanje mineralne gustine kostiju (BMD) i proce-
nu trenutnog stanja bolesti. Učesnice su popunjavale stan-
dardizovani IOF upitnik. Na osnovu merenja BMD, 24.7% 
žena je imalo normalnu gustinu kostiju, dok je kod 18,6% 
određen T-skor niži od -2,5. Dobijena je statistički značajna 
povezanost T-skora sa istorijom preloma. Osim toga, dobi-
jena je relativno visoka prevalenca određenih faktora rizika 
(kao što su pothranjenost, rana menopauza, ooforektomija, 
poremećaji tiroidne i paratiroidne žlezde itd) kod žena sa 
osteoporozom.
Ključne reči: osteoporoza; osteopenija; mineralna gusti-
na kostiju; T-skor; faktori rizika
INTRODUCTION
Osteoporosis is a progressive skeletal disorder charac-
terized by low bone mass, compromised bone structure 
and increased risk of fractures (1). It affects more than 
75 million people in Europe, Japan and the USA (2), and 
therefore it represents a serious public health problem. Ev-
ery year it causes about 9 million of fractures worldwide 
(3). According to statistics, 1 in 3 women as well as 1 in 5 
men aged over 50 experience osteoporotic fractures. Based 
on bone mineral density (BMD), the following categories 
have been established (4):
– Normal bone structure – BMD is less than 1 standard 
deviation (SD) below the young adult mean value (T-
score ≥ -1);
– Osteopenia – BMD is between 1 and 2.5 SD below 
the young adult mean value (-2.5 < T-score < -1);
– Osteoporosis – BMD is more than 2.5 SD below the 
young adult mean value (T-score ≤ -2.5);
– Severe osteoporosis – BMD is 2.5 SD or more below 
the young adult reference mean in the presence of 
fragility fractures.
ABBREVIATIONS
BMD – bone mineral density BMI – body mass index
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Several unchangeable predictors of osteoporosis have been 
identified, such as genetics, age, gender, some chronic diseases 
etc. On the other hand, there are some factors that can be con-
trolled in order to prevent the disease and decrease the occur-
rence of fractures. These are dietary patterns, nutritional status, 
cigarette smoking, physical activity, alcohol use etc. The aim of 
this study was to investigate the current state of the disease as 
well as the prevalence and the role of certain risk factors among 
patients who had previously been diagnosed with osteoporosis.
MATHERIAL AND METHODS
A cross-sectional study has been carried out using a 
simple random sampling method. The study population 
consisted of 97 female patients older than 35, who had pre-
viously been diagnosed with osteoporosis. The size of the 
sample was determined using G-power 3.0.10 (with an as-
sumed power of 0.80 and significance level α=0.05). The 
study was conducted during the year 2014-2015, in the 
Health Centre Kragujevac, Serbia. 
All participants were subjected to Dual-energy X-ray 
Absorptiometry (DXA) scan in order to determine BMD, 
T-score (deviation of patient’s BMD from the reference 
BMD of a healthy 30-year old adult) and Z-score (deviation 
of BMD from age-matched reference value). In addition, 
the participants were also asked to fill out a standardized 
IOF (International Osteoporosis Foundation) question-
naire (5). It included questions regarding family anamnesis, 
lifestyles, history of fractures, diseases and medications. 
Anthropometric measurements were performed in order 
to calculate body mass index (BMI) of all respondents.
Statistical analyzes were done using SPSS 20.0 com-
puter software. Data were tested for normality using Kol-
mogorov-Smirnov test. Spearman bivariate correlation an-
alyzes were applied in order to investigate the correlations 
between quantitative variables, while chi-square (χ2) test 
was used for analyzing categorical data. Differences were 
considered statistically significant at p ≤ 0.05.
RESULTS
Table 1 presents descriptive statistics of quantitative 
variables investigated in the study. The age of the partic-
ipants ranged from 38 to 83, with a mean of 62.5 ± 8.7. 
T-score and Z-score were determined based on measured 
BMD. According to current T-score, 24.7% of women had 
normal bone density, while 18.6% retained the diagnoses of 
osteoporosis (Figure 1). The rest of the participants were 
classified as osteopenic.
The results of analyzing correlations between continu-
ous variables are given in Table 2. T-score was moderately 
negatively correlated with the age of the participants. There 
was a weak correlation of T- and Z-score with the age of 
beginning of menopause. Figure 2 presents T-score classifi-
cation of the participants belonging to different age groups.
Table 3 presents the results of analyzing the data ob-
tained using IOF questionnaire. Two categories (df=1) 
were considered while performing χ2 test: women with 
normal BMD (T-score > -1) and women with osteopenia 
or osteoporosis (T-score < -1). As expected, a significant-
ly higher percentage of women with T-score < -1 experi-
enced bone fractures after a minor fall. No other statisti-
cally significant difference was found between these two 
categories.
DISCUSSION
According to BMD measurements, a significant im-
provement of the disease was observed in 24.7% of patients 
who had previously been diagnosed with osteoporosis. In 
addition, 56.7% of women were classified as osteopenic. 
This amelioration could be the result of combined effects 
of many different factors that can influence the develop-
ment of the disease. As expected, the ratio of normal to 
osteoporotic cases decreased with increasing age of the 
participants (Figure 2). 
Previous studies have indicated that bone mineral den-
sity is highly (60-80%) dependent on genetic factors (6, 7). 
About 24% of all respondents participating in our study 
have reported having one or both parents with the diag-






Figure 1. Classifi cation of the participants according to the measured 
T-score value
Minimum Maximum Average Standard deviation
Age 38 83 62.5 8.7
Menopause 20 58 42.8 14.1
BMD 0.19 0.85 0.41 0.13
Т-score -3.60 0.50 -1.68 0.94
Z-score -3.20 1.20 -0.86 0.92
Table 1. Descriptive statistics of quantitative variables
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nosis of osteoporosis. The prevalence of such cases was 
higher among the women with T-score < -1. Besides, more 
women with osteopenia or osteoporosis had bone fractures 
in the past (in comparison to those with normal BMD). 
This difference was statistically significant (p=0.028) and 
it was in agreement with some previous studies that also 
found a strong correlation of BMD with the history of falls 
and fractures [8].
Figure 2. Number of participants with 
normal BMD, osteopenia and osteopo-
rosis in diff erent age intervals









YES NO YES NO YES NO
1. Have either of your parents been diagnosed with osteoporosis or 
broken a bone after a minor fall?
17.4 82.6 24.5 75.5 25.0 75.0 0.112 0.737
2. Did either of your parents have a stooped back (dowager’s hump)? 8.7 91.3 7.4 92.6 23.5 76.5 0.000 1.000
3. Are you 40 years old or older? 100.0 0.0 98.2 1.8 100.0 0.0 0.000 1.000
4. Have you ever broken a bone after a minor fall, as an adult? 20.8 79.2 50.0 50.0 52.9 47.1 4.807 0.028
5. Do you fall frequently (more than once in the last year) or do you have 
a fear of falling?
33.3 66.7 25.9 74.1 41.2 58.8 0.044 0.834
6. After the age of 40, have you lost more than 3 cm in height (just over 1 
inch)?
39.1 60.9 51.0 49.0 76.5 23.5 1.233 0.267
7. Are you underweight (BMI < 19 kg/m2)? 22.7 77.3 17.6 82.4 41.2 58.8 0.017 0.772
8. Have you ever taken corticosteroid tablets for more than 3 consecutive 
months?
8.3 91.7 17.3 82.7 18.8 81.3 0.482 0.505
9. Have you ever been diagnosed with rheumatoid arthritis? 13.6 86.4 13.2 86.8 11.8 88.2 0.000 1.000
10. Have you been diagnosed with an overactive thyroid or overactive 
parathyroid glands?
18.2 81.8 27.3 72.7 23.5 76.5 0.159 0.690
11. Did your menopause occur before the age of 45? 41.7 58.3 42.6 57.4 40.0 60.0 0.000 1.000
12. Have your periods ever stopped for 12 consecutive months or more? 0 100 9.1 90.9 0 100 0.546 0.335
13. Were your ovaries removed before age 50, without you taking 
Hormone Replacement Th erapy?
8.3 91.7 18.2 81.8 12.5 87.5 0.389 0.505
14. Do you regularly drink alcohol in excess of safe drinking limits (more 
than 2 units a day)?
0 100 0 100 0 100 - -
15. Do you currently, or have you ever, smoked cigarettes? 30.0 70.0 41.2 58.8 35.7 64.3 0.157 0.692
16. Is your daily level of physical activity less than 30 minutes per day? 45.0 55.0 56.9 43.1 28.6 71.4 0.163 0.686
17. Do you avoid, or are you allergic to milk or dairy products, without 
taking any calcium supplements?
10.0 90.0 11.5 88.5 14.3 85.7 0.000 1.000
18. Do you spend less than 10 minutes per day outdoors, without taking 
vitamin D supplements?
26.3 73.7 19.2 80.8 23.1 76.9 0.000 1.000
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Low body mass index (BMI) has been identified as 
an important risk factor for development of osteopo-
rosis due to low intake of energy and micronutrients 
(9, 10). Besides, estrogens have positive effects on 
preserving bone mass by affecting the metabolism of 
Ca, P and vitamin D [11]. Aromatase (an enzyme ex-
pressed in gonads and fat tissue) synthesizes estrogens 
from androgen precursors. Synthesis in adipose tissue 
is the dominant source of estrogens in postmenopausal 
women therefore a high body mass index was assumed 
to have protective effect on bone degradation [12, 13]. 
In this study, 41.2% of women with T-score < -2.5 had 
BMI lower than 19 kg/m2. Totally 24.2% of all partici-
pants were underweight, which is rather high in com-
parison to the prevalence of underweight reported by 
Grujic et al. for healthy adult females in Serbia (14). 
This confirms the fact that individuals with low BMI 
have higher susceptibility to osteoporotic disorders. 
Besides, 76.5% of women with T-score < -2.5 had lost 
more than 3 cm in height after the age of 40, which is 
almost double the percentage obtained for the women 
with normal BMD (39.1%).
Furthermore, many studies have suggested that dif-
ferent lifestyles can affect bone mineral density. Smok-
ing and alcohol consumption are usually considered to 
promote development of the disease (8, 15). The results 
of our study could not confirm this assumption since 
all the participants denied consumption of alcoholic 
drinks. Besides, the percentage of smokers was almost 
equal in all T-score categories and it was comparable 
to the data obtained in healthy population (16). More-
over, extensive studies have supported positive effects of 
physical activity on bone formation, reduction of bone 
loss and prevention of fractures (17, 18). Totally, 48.8% 
of women in this study reported having less than 30 
minutes of physical activities per day (including house-
work, gardening, walking, running etc.). Unexpectedly, 
women with T-score < -2.5 appeared to be more physi-
cally active than others. However, a statistically signifi-
cant correlation between physical activity and T-score 
was not found.
Hormonal changes occurring in menopause increase 
the rate of bone degradation. The decrease in estrogen 
levels leads to enhanced risk of osteoporosis (19). Reduced 
production of hormones is also responsible for increased 
susceptibility to osteoporotic disorders in women with 
removed ovaries. Totally 41.5% of women participating 
in our study had entered menopause before the age of 45. 
Besides, 14.6% of women reported having had oophorecto-
my before the age of 50 without using hormonal substitu-
tion. The prevalence of oophorectomy was slightly higher 
among women with T-score < -1 although this difference 
was not statistically significant.
Long-term corticosteroid therapy induces bone loss 
by causing osteoblastic suppression and increased bone 
resorption (20). The percentage of woman who had tak-
en corticosteroid tablets for more than 3 consecutive 
months was more than two times higher in the group 
with T-score < -2.5 (18.8%) compared to the group with 
normal BMD (8.3%). 
Thyroid and parathyroid hormones have direct cata-
bolic effect on bone mineral homeostasis; they stimulate 
bone mineral resorption and calcium loss (21). In our 
study, 24.2% of all participants reported having overactive 
thyroid or parathyroid glands. There was no strong cor-
relation between T-score and the incidence of these dis-
orders. However, the prevalence of hyperthyroidism and 
hyperparathyroidism was rather high in comparison to the 
prevalence of 0.5-2% obtained for general female popula-
tion (22, 23).  
Calcium and vitamin D have been identified as the 
most important micronutrients that enable achieving peak 
bone mass in youth and prevention of bone loss with aging. 
Dairy products are the main sources of calcium due to the 
high content and high absorption rate (24). Besides, calci-
um and vitamin D supplementation are extensively used in 
treatment of osteoporosis. 12.6% of the respondents in this 
study reported avoiding milk and milk products as well as 
calcium supplements. In addition, 21.2% of women spent 
less than 10 minutes per day outdoors, without using vita-
min D supplementation.
CONCLUSION
Comparing to general population data, a high preva-
lence of some risk factors was obtained in a group of wom-
en diagnosed with osteoporosis. There is a significant cor-
relation between T-score and the history of bone fractures. 
The improvement of the disease is probably the result of 
many different factors, including lifestyles and habits, his-
tory of diseases and medications, as well as therapy ad-
herence and persistence. Therefore, a special care should 
be devoted to informing women with osteopenia and os-
teoporosis about all possible factors that might affect the 
course of the disease and improve the quality of life.
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